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 Introduction 
 
 
1. Les maladies neurodégénératives 
 
1.1. Introduction 
 
Les maladies neurodégénératives forment un groupe hétérogène et complexe de 
pathologies chroniques évolutives. Elles se caractérisent par un dysfonctionnement 
progressif du système nerveux, provoqué par une détérioration du fonctionnement 
des cellules nerveuses, notamment des neurones. Certaines de ces maladies 
affectent l’enfant ou le jeune adulte, mais le plus souvent ce sont des pathologies qui 
se rencontrent après 60 ans (Table 1). Le tableau clinique peut être soit une atteinte 
prédominante des fonctions psychiques aboutissant à une démence comme dans la 
maladie d’Alzheimer, soit des atteintes motrices comme dans le cas de la Sclérose 
Latérale Amyotrophique (SLA), ou encore l’association des deux comme dans le cas 
de la Chorée de Huntington. Dans certaines de ces pathologies, des facteurs 
génétiques ont pu être mis en causes (formes héréditaires), mais le plus souvent, 
elles surviennent de manière isolée (formes sporadiques) et les causes ne sont pas 
déterminées, même si cela n’exclut pas l’implication de facteurs génétiques. Dans 
tous les cas, la physiopathologie de ces maladies reste pour l’heure mal connue, et 
ce malgré de nombreuses études menées sur divers modèles dérivés des formes 
génétiques de ces pathologies.  
 
1.2. Modèles d’étude des maladies neurodégénératives 
 
1.2.1. Etudes chez l’homme 
 
Les maladies neurodégénératives ont dans un premier temps été étudiées chez les 
patients et principalement à partir de biopsies réalisées après leur décès. Les études 
effectuées post-mortem sur des cerveaux de patients ont permis d’étudier la 
dégénérescence du système nerveux. Les zones préférentiellement affectées dans 
de nombreuses maladies neurodégénératives ont ainsi pu être identifiées (Figure 1). 
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Des études biochimiques réalisées sur ces prélèvements ont permis de déterminer 
les neurotransmetteurs affectés, comme la dopamine dans la maladie de Parkinson, 
l’acide γ-aminobutyrique (GABA) dans la Chorée de Huntington ou l’acétylcholine 
dans la maladie d’Alzheimer. Des tentatives de correction de ces défauts de 
neurotransmetteurs ont été réalisées sur la base de ces données, mais elles n’ont 
permis une amélioration que dans le cas du Parkinson avec l’administration de L-
dopa aux patients. Enfin, des études histologiques menées par la suite ont permis 
d’identifier un certain nombre de marqueurs de ces maladies, comme les plaques 
d’amyloïdes ou les agrégats fibrillaires de la protéine tau dans les cerveaux de 
patients atteints d’Alzheimer, ou la formation d’agrégats protéiques intra ou extra 
cellulaires comme dans la SLA, le Parkinson ou l’Alzheimer (Young, 2009).  
Aujourd’hui, les techniques d’imagerie telles que l’Imagerie par Résonance 
Magnétique (IRM) ou la Tomographie par Emission de Positons (TEP), permettent de 
suivre l’évolution de la pathologie chez les patients. Ces outils ont permis de 
déterminer un certain nombre de processus pathologiques liés à différentes 
pathologies neurodégénératives. Par exemple, ils ont permis de localiser et de 
quantifier la dégénérescence du cerveau au cours de la maladie, de savoir que 
lorsque la maladie de Parkinson se déclarait, 50% à 80% des neurones 
dopaminergiques avaient déjà dégénéré (Stoessl et al., 2011) ou encore, dans le cas 
de la maladie d’Alzheimer, de déterminer que la formation des plaques d’amyloïdes 
était un évènement précoce de la pathologie (Quigley et al., 2011). L’IRM a permis 
également de quantifier la perte en myéline (Stankoff et al., 2006), ce qui peut être 
important dans le cas de la sclérose en plaque. Néanmoins bien que de plus en plus 
résolutives, ces méthodes ne permettent pas d’étudier les processus pathologiques 
au niveau cellulaire ni moléculaire. Ces techniques sont encore aujourd’hui plus un 
outil de diagnostic que d’étude de la physiopathologie.  
Afin de pouvoir un jour traiter ces maladies, l’étude des processus 
physiopathologiques mis en place progressivement au cours de la maladie est 
indispensable. En effet, si l’on peut envisager de pouvoir un jour bloquer l’évolution 
de ces pathologies, il semble compliqué de vouloir remplacer les neurones qui ont 
déjà dégénéré. La connaissance des premières étapes de la pathologie pourrait 
faciliter le développement de nouveaux traitements. Les études menées directement 
chez les patients étant limitées par l’impossibilité d’étudier les cellules qui dégénèrent 
lors des stades précoces, des modèles sont nécessaires afin de pouvoir décrypter 
les mécanismes sous-jacents. 
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Figure 1. Exemples de maladies neurodégénératives et les zones du système nerveux qu’elles 
affectent. Macro : Observation macroscopique – Micro : Observation microscopique. Adapté de: 
Bertram and Tanzi, 2005. 
 
Tableau 1. Exemples de maladies neurodégénératives (sources : http://OMIN.org ; http://Orpha.net). 
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1.2.2. Modèles animaux 
 
Dans les années 1950, l’un des premiers modèle animal de maladies 
neurodégénératives a été obtenu par l’administration de réserpine. Cette molécule a 
permis une déplétion en dopamine et a entraîné un phénotype pseudo-parkinsonien 
chez les lapins traités (Carlsson, 1959). Pendant les années qui suivirent plusieurs 
autres maladies neurodégénératives ont été modélisées de la même manière à l’aide 
de molécules provoquant des lésions dans des régions spécifiques du cerveau : par 
exemple avec la 6-hydroxydopamine, le MPTP (1-méthyle 4-phényl 1,2,3,6-
tétrahydro pyridine), le kaïnate ou encore le quinolate pour modéliser la maladie de 
Parkinson (Young, 2009). Ces molécules permettent de détruire des zones 
spécifiques du cerveau et donc de créer un phénotype proche de celui de certaines 
pathologies. Elles ont permis de déterminer les zones touchées par différentes 
pathologies ainsi qu’une meilleure compréhension de la neuroanatomie et de 
l’organisation du cerveau. Néanmoins, même si le phénotype obtenu peut être 
similaire à la maladie humaine, la cause de la mort des neurones peut être différente. 
En effet, de telles molécules ne sont dans la majorité des cas pas impliquées dans le 
déclenchement de ces pathologies. Ces neurotoxines ne permettent donc pas 
d’étudier les causes pathologiques les plus fréquentes de la mort des neurones. Les 
modèles générés de cette manière ne sont donc pas nécessairement adaptés à la 
recherche thérapeutique. 
Par la suite, de nombreuses mutations génétiques ont pu être identifiées comme 
étant impliquées dans les maladies neurodégénératives. La découverte de ces 
mutations a permis la génération de modèles animaux. Dans certains cas, ces 
pathologies peuvent être provoquées par des mutations dans un seul gène, comme 
dans le cas des mucopolysaccharidoses ou de la maladie de Huntington. Mais le 
plus souvent, les gènes identifiés ne sont responsables que d’une partie des cas. Par 
exemple dans le cas de la SLA, les mutations dans le gène le plus étudié, celui de la 
superoxyde dismutase (SOD1), ne sont responsables que d’environ 2% de 
l’ensemble des cas. Enfin les mutations génétiques impliquées n’ont pas toujours 
une pénétrance complète et agissent plus comme des facteurs de risque. C’est par 
exemple le cas de certaines de celles associées à la maladie d’Alzheimer ou au 
Parkinson. Néanmoins, même si ces altérations génétiques ne sont pas toujours 
représentatives de l’ensemble des patients, elles offrent la possibilité de créer des 
modèles pouvant aider à la compréhension de la physiopathologie de la maladie et 
notamment la mise en place des évènements les plus précoces. 
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1.2.2.1. Modèles murins 
 
Des modèles de souris transgéniques ont été générés pour de nombreuses maladies 
neurodégénératives. Ils sont à l’origine des principales connaissances disponibles 
actuellement relatives à ces maladies. Par exemple, de nombreux modèles murins 
ont été générés en utilisant le gène SOD1 dans le cas de la SLA. Ce gène fut le 
premier des gènes identifiés dans cette pathologie et de nombreuses mutations dans 
celui-ci ont été découvertes depuis (plus de 150). Les souris dans lesquelles le gène 
SOD1 a été inactivé n’ont pas présenté pas de pathologie semblable à la SLA 
(Reaume et al., 1996), alors que des souris qui surexprimaient une forme mutante du 
gène développaient une pathologie similaire à celle de l’homme. De nombreux 
modèles ont été générés en utilisant différentes mutations de SOD1. Dans tous les 
cas, la surexpression est importante et peut représenter jusqu’à 40 fois le niveau 
d’expression physiologique de SOD1 chez la souris. Ces modèles ont ainsi permis 
de déterminer un certain nombre des processus qui pourraient être impliqués dans la 
maladie, comme une toxicité des formes mutantes de SOD1 ou la présence 
d’agrégats protéiques dans les motoneurones.  
Dans le cas d’autres pathologies, l’obtention d’un modèle peut être plus compliquée. 
Par exemple, dans le cas de la maladie de Parkinson des modèles ont été générés 
après l’identification de mutations dans des gènes comme celui de l’α-synucléine ou 
de la PARKIN (pour une revue, voir Antony et al., 2011). La présence de l’α-
synucléine dans les corps de Lewy, des inclusions neuronales caractéristiques de la 
maladie de Parkinson, ainsi que des mutations dans le gène qui la code dans des 
cas de forme familiale de cette pathologie, ont conduit à réaliser des modèles murins 
surexprimant cette protéine. Les souris ont présenté alors des inclusions contenant 
de l’α-synucléine, mais pas de dégénérescence des neurones dopaminergiques 
(Antony et al., 2011). Les mutations dans le gène de la PARKIN sont la cause la plus 
fréquente de maladie de Parkison familiale récessive à début précoce. Les souris 
inactivées pour le gène de la parkin ont présenté quelques atteintes comme des 
déficits moteurs et prémoteurs typiques de la maladie, comprenant une diminution de 
la libération de dopamine, des anomalies synaptiques, des dommages 
mitochondriaux et une augmentation du stress oxydatif, mais pas de 
neurodégénérescence des neurones dopaminergiques (Antony et al., 2011). Dans le 
cas de la maladie d’Alzheimer, les modèles murins existants ne récapitulent pas non 
plus l’intégralité du phénotype pathologique. Les modèles murins surexprimant le 
gène humain mutant de la protéine APP (Amyloid Precursor Protein) ou les modèles 
surexprimant à la fois les gènes des protéines APP et de la preseniline ont présenté 
certaines des caractéristiques de la maladie comme les plaques d’amyloïdes, mais 
pas les agrégats fibrillaires de protéines tau qui sont également caractéristiques de la 
maladie. Pour obtenir des souris développant ces agrégats, la surexpression de la 
protéine tau mutante a été nécessaire. Afin d’obtenir des souris reproduisant plus 
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fidèlement le phénotype de la maladie d’Alzheimer, des souris surexprimant à la fois 
les gènes de l’APP, de la preseniline et de tau ont été générées. Néanmoins, dans 
tous ces modèles de souris, la perte neuronale n’a pas été observée de manière 
évidente (Antony et al., 2011). 
Comme décrit dans les cas du Parkinson, ou de l’Alzheimer, il peut être nécessaire 
de générer des souris dans lesquelles plusieurs gènes ont été inactivées ou 
surexprimées simultanément pour obtenir un phénotype se rapprochant de celui des 
patients, ce qui peut poser des questions quant à la validité des phénotypes 
observés sur ces modèles. De plus les mutations utilisées pour générer les modèles 
dans le cas de ces maladies ou de la SLA ne sont souvent représentatifs que d’une 
faible proportion des patients atteints par ces affections. La question de la 
représentativité de ou des altérations observées peut donc également être posée.  
 
1.2.2.2. Autres modèles animaux 
 
D’autres modèles animaux sont utilisés pour étudier les maladies 
neurodégénératives. On peut citer par exemple la drosophile, le nématode ou le 
poisson zèbre. Les intérêts de ces modèles sont multiples. Tout d’abord, ils ont un 
cycle de génération court et prolifique permettant des manipulations génétiques plus 
aisées que chez les mammifères. De plus ils possèdent un système nerveux plus 
simple. Par exemple le nématode possède 302 neurones dont les positions, les 
identités et les connexions sont identiques d’un animal à l’autre. D’autre part les 
neurones sont facilement observables chez ces animaux. En effet le nématode est 
transparent, tout comme le poisson zèbre lors de son développement. Ces modèles, 
bien que génétiquement plus éloignés de l’homme, présentent donc de nombreux 
avantages pour l’étude de ces pathologies. 
La drosophile a été utilisée, par exemple, pour modéliser la forme de SLA causée par 
des mutations dans le gène TARDBP qui code la protéine TDP-43 (TAR DNA-
binding protein 43) (Li et al., 2010b). La surexpression de la forme humaine de cette 
protéine dans les motoneurones de drosophile a induit leur mort. Des études ont 
également été conduites chez le poisson zèbre, chez qui la surexpression de la 
forme mutante de TDP-43 a provoqué des altérations motrices telles qu’une 
diminution de la longueur des axones des motoneurones, le développement de 
branchements surnuméraires et prématurés ainsi qu’une nage défectueuse des 
poissons (Kabashi et al., 2010). Le nématode est aussi utilisé pour étudier les formes 
génétiques des maladies neurodégénératives. Il a été utilisé par exemple pour 
modéliser des SLA causées par des mutations du gène SOD1. L’expression de la 
forme mutante de la protéine humaine a entraîné, entre autres, des défauts 
locomoteurs accompagnés d’agrégats de la protéine SOD1 (Oeda et al., 2001).  
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Ces modèles sont particulièrement adaptés aux études portant sur la fonction des 
gènes et des protéines. Néanmoins, ces animaux restent très éloignés 
génétiquement de l’homme, et des altérations génétiques humaines qui conduisent à 
une pathologie ne se traduisent pas toujours par un phénotype équivalent chez ces 
animaux.  
 
1.2.3. Modèles cellulaires 
 
1.2.3.1. Cellules issues des modèles animaux 
 
Les modèles murins des maladies neurodégénératives permettent non seulement 
d’étudier les phénotypes pathologiques in vivo, mais ils offrent de plus la possibilité 
d’étudier les cellules en culture à différents stades de la pathologie. Les cellules 
peuvent être prélevées chez des individus adultes comme chez des embryons. Les 
types cellulaires utilisés sont variables allant des fibroblastes aux cellules neurales. 
Dans le cas de la SLA, une étude réalisée sur la prolifération des cellules satellites 
du muscle squelettique issus de souris surexprimant la proteine SOD1 mutée a 
montré un défaut de prolifération (Manzano et al., 2012). Des études sur des cultures 
de neurones primaires de souris a permis d’étudier des phénotypes intrinsèques aux 
cellules d’intérêt, tels que des défauts de la croissance des prolongements 
neuronaux comme dans le cas de la SLA ou de la mucopolysaccharidose de type 
IIIB (Tudor et al., 2005; Hocquemiller et al., 2010).  
  
1.2.3.2. Cellules humaines  
 
1.2.3.2.1. Cellules primaires et lignées  
 
Des cellules primaires issues des patients peuvent être utilisées lorsqu’elles sont 
facilement accessibles, comme les fibroblastes ou les cellules sanguines. Même si 
ce ne sont pas les cellules affectées dans les maladies neurodégénératives, elles 
peuvent être utilisées afin d’étudier les défauts moléculaires sous-jacents à ces 
pathologies. Par exemple, une étude sur des fibroblastes de patients atteints de la 
maladie de Parkinson et porteurs d’une mutation dans le gène PINK1 (PTEN-induced 
putative kinase 1) a permis de montrer que des mécanismes bioénergétiques 
mitochondriaux pouvaient être altérés (Abramov et al., 2011). Des altérations des 
fonctions mitochondriales ont ensuite été observées dans les cerveaux de patients 
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ou chez la souris mutante, validant les observations faites sur les fibroblastes 
(Gautier et al., 2012). 
A côté des cellules primaires, de nombreuses lignées cellulaires sont utilisées 
comme modèles. Les intérêts de ces lignées cellulaires sont leur facilité de culture 
comparativement aux cellules primaires et la possibilité de les modifier 
génétiquement plus aisément. Ces lignées comme les cellules HEK293 ou les 
cellules HeLa qui sont éloignées des cellules neurales permettent surtout d’étudier 
l’impact d’altérations génétiques sur des processus cellulaires ubiquitaires comme la 
synthèse des protéines, le transport vésiculaire ou encore l’intégrité des organites 
intracellulaires comme les mitochondries ou l’appareil de Golgi (Roy et al., 2012). 
Des lignées plus proches des cellules neurales comme les cellules de neuroblastome 
SH-SY5Y sont également utilisées pour étudier les maladies neurodégénératives. 
Cette lignée peut être différenciée en neurones dopaminergiques et est donc utilisée 
comme modèle de la maladie de Parkinson (Xie et al., 2010). Cependant, le 
caractère tumoral de ces cellules peut infléchir les phénotypes obtenus. D’autre part, 
ces cellules sont plutôt des modèles « aigus » de pathologies par opposition aux 
cellules des patients qui « expriment » chroniquement une mutation. Ainsi les lignées 
génétiquement modifiées ne vont pas avoir la possibilité de s’être adaptées à 
l’expression d’un gène mutant ou à son extinction. Cette particularité fait que ces 
lignées peuvent permettre plus directement d’observer les conséquences d’une 
anomalie génétique, mais dans le même temps, les défauts observés ne sont pas 
nécessairement représentatifs. 
 
1.2.3.2.2. Cellules souches embryonnaires 
 
Bien que leur utilisation soit interdite en France, sauf dérogation, les cellules souches 
embryonnaires (ES) humaines offrent des perspectives très intéressantes dans le 
cadre de l’étude des maladies neurodégénératives. En effet, elles peuvent générer 
l’ensemble des cellules de l’organisme et donc par ce biais permettre l’obtention des 
cellules affectées tels que les neurones. Néanmoins, l’obtention de cellules souches 
embryonnaires humaines présentant des mutations génétiques responsables de 
maladies neurodégénératives est compliquée puisqu’en France seuls les embryons 
porteurs de mutation provenant de diagnostic préimplantatoire peuvent être utilisés. 
Cela limite donc fortement le nombre de maladies pouvant être modélisées par cette 
approche. Pour pallier à cette limitation, l’une des solutions est de modifier 
génétiquement ces cellules afin de leur faire exprimer une mutation. Cette opération 
a été réalisée pour la première fois en 2006 en générant des cellules embryonnaires 
humaines porteuses de la mutation responsable du syndrome de Lesch-Nyhan 
(Urbach et al., 2004). Mais cette technique, même si elle est possible, reste peu 
efficace sur ce type de cellules. Quelques lignées de cellules embryonnaires 
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humaines de maladies neurodégénératives ont tout de même pu être établies, 
comme pour la maladie de Huntington et les ataxies spino-cérébelleuses de type 2 et 
7 (Mateizel et al., 2006, 2010). Néanmoins, jusqu’à présent, aucun phénotype 
associé à ces pathologies n’a été décrit dans les cellules de ces lignées. 
 
1.2.3.2.3. Les cellules souches pluripotentes induites  
 
Depuis 2007 et la génération des premières cellules souches pluripotentes induites 
humaines (iPS) à partir de cellules somatiques, de nouvelles perspectives sont 
apparues pour l’étude des maladies neurodégénératives. En effet, ces cellules 
permettent comme les cellules souches embryonnaires humaines de générer 
l’ensemble des cellules de l’organisme. De plus, elles sont issues de cellules 
somatiques et ne sont donc pas soumises aux mêmes règlementations, ce qui rend 
leur utilisation autorisée en France. Enfin, le fait de pouvoir générer des cellules 
pluripotentes directement avec des cellules somatiques offre la possibilité de prélever 
des cellules de chaque patient atteint par une maladie neurodégénérative, de les 
reprogrammer, puis de les différencier dans les cellules d’intérêt. Ces cellules iPS, 
sont décrites en détails au chapitre 7. 
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2. Les maladies de surcharge lysosomale 
 
2.1. Introduction  
 
Les maladies de surcharge lysosomale forment un groupe hétérogène qui comprend 
une cinquantaine de pathologies héréditaires caractérisées par l’accumulation de 
macromolécules partiellement ou non digérées. Ceci entraine des 
dysfonctionnements cellulaires se traduisant par des anomalies cliniques. Parmi les 
troubles généralement observés, on peut citer des organomégalies, des retards du 
développement, ou encore des atteintes du système nerveux central (SNC). Prises 
séparément, ce sont des maladies rares, mais prises dans leur ensemble elles 
touchent près d’un sujet sur 5000 (Meikle et al., 1999). Les maladies lysosomales 
étaient habituellement classifiées en fonction de la nature du premier substrat 
accumulé. Néanmoins, la classification selon le type de protéine déficiente semble 
aujourd’hui plus pertinente (Tableau 2).  
Ces maladies sont causées par une mutation dans un seul gène. Elles sont 
héréditaires et leur transmission est le plus souvent récessive hormis quelques unes 
où la transmission est liée à l’X comme la maladie de Fabry. Classiquement les 
maladies lysosomales sont provoquées par la déficience d’une hydrolase 
lysosomale, mais elles peuvent aussi être causées par la déficience d’autres 
protéines nécessaires au bon fonctionnement du lysosome, comme celles impliquées 
dans les modifications post-traductionnelles des enzymes lysosomales ou dans leur 
transport vers les lysosomes (Ruivo et al., 2009) (Tableau 2). 
Le dysfonctionnement du lysosome entraîne l’interruption de la dégradation d’un 
métabolite et mène à l’accumulation de substrats partiellement dégradés. Le matériel 
qui est accumulé initialement dans les endosomes, puis dans les lysosomes et 
éventuellement dans les autres compartiments cellulaires et dans l’environnement 
extracellulaire, va perturber le fonctionnement cellulaire.  
Il existe pour certaines de ces maladies des traitements plus ou moins efficaces 
comme la greffe de moelle osseuse ou l’enzymothérapie. Mais ces méthodes de 
traitement restent inefficaces pour traiter les atteintes neurologiques, sans doute à 
cause de la difficulté de franchissement de la barrière hémato-encéphalique. Une 
solution pour soigner les troubles neurologiques pourrait être la thérapie génique en 
apportant l’enzyme directement dans le cerveau des patients. Le laboratoire de Jean 
Michel Heard est aujourd’hui directement impliqué dans la mise en place de tels 
essais de thérapie génique pour la maladie de Sanfilippo. 
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Tableau 2. Classification des maladies de surcharge lysosomale en fonction de la protéine déficiente. 
La MPSIIIB est encadrée en rouge. HS : Héparane sulfate ; DS : Dermatane sulfate ; KS : kératane 
sulfate ; CS : chondroïtine sulfate ; GAGs : glycosaminoglycanes ; scMAS : sous-unité c de l’ATP 
synthase mitochondriale. Adapté de Wraith, 2002; Roy, 2012. 
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2.2. Les Mucopolysaccharidoses 
 
Les mucopolysaccharidoses (MPS) sont un groupe de maladies lysosomales 
provoquées par une déficience dans l’une des enzymes catalysant la dégradation 
des glycosaminoglycanes (GAGs) et qui se caractérisent par une accumulation de 
GAGs partiellement dégradés. Cette accumulation entraîne des dysfonctionnements 
cellulaires et tissulaires. Les MPS ont dans leur ensemble une prévalence d’environ 
1/25 000 naissances. La classification des MPS comprend aujourd’hui dix 
pathologies dans lesquelles on observe des déficiences de dégradation d’un ou 
plusieurs GAGs. Il existe les MPS de type I, II, III, IV, VI et VII. Les MPS de type III 
comptent quatre sous groupes (IIIA, IIIB, IIIC et IIID) et les MPS IV en comprennent 
deux (IV A et IVB) (Neufeld and Muenzer, 2001) (voir Tableau 2). Il est intéressant de 
constater que la présence d’héparanes sulfates (HS) parmi les GAGs accumulés 
dans les maladies de surcharge lysosomale semble corrélée aux atteintes du SNC, 
alors que les autres GAGs semblent plus impliqués dans les atteintes périphériques. 
Cela suggère que la toxicité des oligosaccharides d’héparanes sulfates (HSO) serait 
spécifique du SNC. 
Les mucopolysaccharidoses de type III ou syndrome de Sanfilippo pourraient être 
classées parmi les MPS les plus sévères. Elles se caractérisent toujours par une 
atteinte du SNC associée à des signes périphériques modérés. Elles sont 
provoquées par une interruption de la chaîne de dégradation des héparanes sulfates. 
L’incidence des MPSIII est inférieure à 1 pour 100 000 naissances en Europe (Héron 
et al., 2011). Chacun des quatre sous types de MPSIII est du à une déficience en 
une enzyme différente (voir Tableau 2).  
Les quatre sous types de MPSIII sont très proches au niveau clinique même si on 
peut observer de grande variabilité de la symptomatologie clinique au sein même 
d’un sous type ou de patients d’une même famille (Perkins et al., 2001). La MPSIIIA 
est néanmoins considérée comme la plus sévère avec un début plus précoce. La 
pathologie évolue plus ou moins vite selon les malades, dans certains cas l’évolution 
est régulière alors que dans d’autres, elle se fait par des dégradations brutales 
entrecoupées de phases stables. 
Les signes cliniques que l’on retrouve le plus fréquemment dans les quatre MPSIII 
sont principalement neurologiques. La pathologie débute en général entre 2 et 6 ans 
avec dans un premier temps un retard de développement et des troubles du 
comportement. Le retard de développement porte sur le langage. Par exemple, les 
troubles de la parole, avec une articulation défectueuse et un vocabulaire pauvre 
sont très fréquents. Dans les formes les plus sévères, certains enfants n’apprennent 
jamais à parler. Les troubles du comportement comprennent habituellement des 
défauts d’attention, une hyperactivité ainsi qu’une agressivité. Enfin, on observe une 
régression intellectuelle rapide et sévère. L’atteinte somatique est en revanche 
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modérée avec au début une macrocéphalie et une avance staturo-pondérale. La 
dysmorphie faciale, classiquement observée dans les maladies lysosomales, est 
modérée ou absente, les cheveux sont parfois épais et drus, l’atteinte squelettique 
est discrète et relativement tardive. Une hépato-splénomégalie modérée est souvent 
présente chez les jeunes enfants mais disparait ensuite le plus souvent. Une surdité 
est classique même dans les formes modérées. A partir de 10 ans, les enfants sont 
souvent plus calmes, ils développent des troubles orthopédiques, des troubles de 
l’alimentation et du transit, des troubles du sommeil. Des convulsions et des 
surinfections des voies respiratoires sont fréquentes. Dans la phase finale, les 
malades sont en général grabataires, ils perdent tout contact avec leur entourage et 
développent une profonde démence. Le décès survient en général vers 20 ans 
souvent à la suite d’une infection respiratoire. Quelques cas avec une survie 
prolongée ont néanmoins été rapportés. 
 
2.3. La mucopolysaccharidose de type III B (MPSIIIB) 
 
2.3.1. Description 
 
La MPSIIIB se caractérise par un retard mental sévère, avec de nombreux troubles 
du comportement comprenant une hyperactivité, de l’agressivité et de nombreux 
troubles du sommeil. Les atteintes périphériques sont modérées et comportent entre 
autre une hépatomégalie et une cardiomégalie. Cette pathologie est provoquée par 
une déficience de l’enzyme α-N-Acétyl-glucosaminidase (NAGLU) qui entraine 
l’accumulation d’héparanes sulfates partiellement dégradés. Sa prévalence est 
inférieure à 1/100 000 naissance. Le gène codant l’enzyme NAGLU a été cloné en 
1995 (Zhao et al., 1995). Cette découverte à permis la création d’un modèle murin 
par inactivation du gène (Li et al., 1999). Ce modèle est depuis utilisé pour étudier la 
physiopathologie ainsi que pour rechercher des traitements (Voir chapitre 2.2.4.) 
Quelques animaux présentent naturellement cette maladie comme le chien ou un 
oiseau (l’ému) et sont également utilisés.  
 
2.3.2. Métabolites accumulés dans la MPSIIIB 
 
Les mucopolysaccharidoses sont provoquées par l’absence d’une hydrolase 
lysosomale qui provoque l’accumulation de GAGs partiellement dégradés. Pour 
comprendre comment l’accumulation de tels métabolites peut provoquer des 
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altérations du fonctionnement des cellules, il est nécessaire de connaitre leur rôle et 
leur voie de dégradation.  
Dans les MPSIII, ce sont des oligosaccharides d’héparanes sulfates (HS) qui sont 
accumulés. Les HS sont des GAGs dont les unités disaccharidiques sont composées 
d’un acide hexuronique relié par une liaison α1 – 4 à une glucosamine. Les GAGs 
sont de longs polysaccharides non ramifiés constitués par des répétitions d’unités 
disaccharidiques. Ils sont classés selon la nature des oses qui les composent et par 
la façon dont ils sont liés. Les différentes familles de GAGs sont les chondroïtine 
sulfates, les dermatane sulfates, les kératane sulfates ou encore les héparanes 
sulfates (HS). Les GAGs ont de nombreuses fonctions cellulaires qu’ils exercent 
sous forme de protéoglycanes. Ces dernières sont des macromolécules hydrophiles 
majoritairement situées à la surface des cellules, dans les matrices extracellulaires. 
Ils peuvent être, dans certains cas, intracellulaires voire circulants. Ils sont constitués 
d’un noyau protéique sur lequel sont greffés un ou plusieurs GAGs. Leurs fonctions 
peuvent être exercées aussi bien par leur noyau protéique que par leurs chaînes 
oligosaccharidiques. En règle générale, la partie protéique va principalement 
permettre la localisation et les GAGs vont agir en se liant à diverses protéines. La 
diversité de ces partenaires protéiques est particulièrement vaste (facteurs de 
croissances, cytokines, protéines de la matrice extracellulaire…) et fait donc que les 
protéoglycanes sont impliqués dans de très nombreux processus cellulaires tels que 
la croissance, la migration, la prolifération ou encore dans la différenciation 
(Sasisekharan et al., 2006). 
 
2.3.3.  Rôle des protéoglycanes à héparanes sulfates 
 
Les protéoglycanes à héparanes sulfates (HSPG) possèdent de nombreuses 
fonctions cellulaires qu’ils assurent via les sites de fixation à de nombreuses 
protéines que contiennent les HS. Par exemple, ils interagissent, via des interactions 
électrostatiques avec de très nombreux facteurs de croissance (bFGF, EGF…), ainsi 
qu’avec des chemokines (IL-8), avec des molécules d’adhésion telles que la NCAM, 
ou avec des protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine, laminine, 
collagène...). Dans le cas des facteurs de croissance tels que le bFGF (basic 
Fibroblast Growth Factors, FGF2), les HSPG jouent le rôle de co-facteurs. Ils 
pourraient également moduler la réponse cellulaire à ces facteurs. Par exemple dans 
le cas du bFGF, ce dernier régule la prolifération et la différenciation cellulaire en se 
fixant au récepteur au FGF (FGFR) qui est activé en se dimérisant. Les HSPG sont 
nécessaires d’une part pour que le bFGF ait une forte affinité pour son récepteur et 
d’autre part en induisant la formation d’un dimère de bFGF et en favorisant la 
formation du dimère transitoire des récepteurs. Ces deux actions des HSPG se font 
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via des interactions spécifiques avec à la fois le bFGF et avec le FGFR et permettent 
la transduction du signal (Sasisekharan et al., 2006). 
 
2.3.4. Dégradation des HS 
 
La première étape du recyclage des HS consiste en leur séparation du corps 
protéique de HSPG. Celle-ci se fait soit en extracellulaire, au niveau de la membrane 
plasmique, soit après endocytose. Dans les endosomes, des enzymes (héparanases 
et protéases) vont respectivement cliver les chaines d’HS et le noyau protéique 
formant ainsi des oligosaccharides d’héparanes sulfates (HSO). Au cours de cette 
étape, les HS sont clivés en petits fragments ayant une masse moyenne d’environ  5 
kDa. Les étapes finales de la dégradation des HSO vont se dérouler au sein des 
lysosomes (Figure 2), où les monosaccharides vont être retirés via une série 
d’étapes bien définies. Elles comprennent des modifications biochimiques 
(désulfatation) et des clivages. Les enzymes qui participent à ces étapes finales de la 
dégradation des HS sont toutes impliquées dans différentes MPS (Figure 3), dans 
lesquelles la dégradation s’arrête aux HSO. Ces derniers sont des fragments d’HS 
qui possèdent encore la capacité d’interagir avec de nombreux partenaires.  
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Figure 2. Cycles des HS. Les HSPG sont synthétisés par l’appareil de Golgi, puis transportés à la 
membrane cellulaire. Pour les dégrader, ils sont soit séparés de la membrane plasmique en 
extracellulaire, soit endocytés pour être dégradés dans les lysosomes. Adapté de Varki, 2009 
Essentials of Glycobiology. 2nd edition. 
 
Figure 3. Etapes finales de la dégradation des HS dans le lysosome. Adapté de Varki, 2009 
Essentials of Glycobiology. 2nd edition. 
 
Figure 4. Les différents types de vésicules accumulées dans les MPSs. A : matériel clair et amorphe. 
B : matériel composé de structures multilamélaires en forme d’empreintes digitales. C : matériel 
composé de piles denses de membranes formant un corps zébré (zebra bodies). D : matériel 
lamellaire. Adapté de Parkinson-Lawrence et al., 2010. 
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2.4. Physiopathologie de la MPSIIIB 
 
La physiopathologie de la MPSIIIB a d’abord été étudiée sur des biopsies post-
mortem de patients. Ces études ont permis de dresser un tableau de la pathologie 
uniquement au stade final. Après l’identification du gène responsable de la MPSIIIB 
codant l’enzyme NAGLU, un modèle murin a pu être généré (Li et al., 1999). Des 
études menées au sein du laboratoire ont montré que les souris déficientes en 
NAGLU présentaient un comportement rappellant celui des enfants malades, avec 
notamment une hyperactivité et une perte de la peur et de la notion de danger 
(Cressant et al., 2004). Ces perturbations du comportement apparaissent vers le 7ème 
mois chez les souris malades. D’autre part, comme nous le verrons par la suite, les 
souris mutantes présentaient d’autres phénotypes proches de ceux des patients. Des 
cultures cellulaires primaires établies à partir de ces souris ont également permis 
d’étudier la physiopathologie de la MPSIIIB.  
 
2.4.1. Défauts biochimiques 
 
Au niveau biochimique, les analyses effectuées sur des liquides biologiques de 
patients (urines, liquide céphalo-rachidien) ont montré l’accumulation d’HS 
partiellement dégradés. Les analyses réalisées post-mortem ont montré que cette 
accumulation était accompagnée de l’accumulation secondaire des gangliosides 
GM2 et GM3 dans le cerveau des patients (Tamagawa et al., 1985; Hadfield et al., 
1980). L’accumulation de ces métabolites a également été retrouvée dans le cerveau 
des souris MPSIIIB (Li et al., 1999).  
 
2.4.2. Vésicules de surcharge 
 
Les observations microscopiques des tissus de patients MPSIIIB ont révélé la 
présence cytoplasmique de vacuoles élargies accompagnées d’un gonflement du 
cytoplasme dans les macrophages, dans les cellules du foie, dans les cellules 
intestinales, dans les cellules rénales et surtout dans les neurones (Tamagawa et al., 
1985). Cette accumulation de vésicules distendues est l’une des premières 
conséquences de la pathologie au niveau cellulaire. L’observation de ces vésicules 
en microscopie électronique a permis de mieux les caractériser. Elles contiennent un 
matériel hétérogène qui peut être clair et amorphe, lamellaire, composé de structures 
multilamellaires formant des « empreintes digitales » ou encore composé des piles 
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denses de membranes (appelées zebra bodies) (Figure 4) (Tamagawa et al., 1985; 
Hadfield et al., 1980). 
La présence de vésicules de surcharge a été également retrouvée dans le cerveau 
des souris mutantes dès les premiers stades de la maladie. Depuis ces observations, 
nombreuses expériences ont été menées chez la souris afin de mieux caractériser 
ces vésicules. 
Les vésicules de surcharge sont communément considérées comme des lysosomes 
engorgés par du matériel non digéré résultant du défaut génétique. Dans le cerveau 
des souris, il a été décrit une importante vacuolisation dans les neurones (dans le 
soma et dans les prolongements) et dans les cellules non neuronales telles que les 
cellules microgliales, les cellules périvasculaires, les méninges et les astrocytes 
(Cressant et al., 2004).  
Des analyses ultrastructurales ont été réalisées sur des tranches de cerveaux de 
souris mutantes et ont montré que les vésicules étaient similaires à celles observées 
dans les cerveaux de patients aussi bien au niveau morphologique qu’au niveau du 
matériel accumulé (Vitry et al., 2010). Le diamètre des vésicules de surcharge variait 
de moins de 0,1 µm à plusieurs micromètres. L’accumulation des vésicules a 
également été observée dans des cultures primaires de neurones corticaux issus des 
souris MPSIIIB et leurs ultrastructures ont rappellé celles observées sur coupes de 
cerveaux de souris MPSIIIB.  
Les vésicules de surcharge peuvent être marquées par une protéine de fusion 
constituée de l’enzyme lysosomale IDUA (α-L-iduronidase) et de la GFP (Green 
Fluorescent Protein) (Chen et al., 2006). Cette construction a permis d’analyser la 
dynamique des vésicules dans les neurones en culture. Il a été montré que les 
vésicules accumulées dans les neurones corticaux de souris MPSIIIB avaient une 
dynamique diffèrente de celle observée dans les neurones de souris normales. Les 
plus grosses vésicules, dont le diamètre était supérieur à 1 µm, étaient toujours 
immobiles dans les neurones MPSIIIB et formaient souvent des agrégats. Ces 
derniers entravaient le déplacement des petites vésicules dans les prolongements 
des neurones en formant des « bouchons ». Hormis ces altérations, la dynamique 
des petites vésicules était normale, indiquant que la machinerie de transport 
impliquée dans la dynamique des lysosomes ne semblait pas affectée dans la 
pathologie (Vitry et al., 2010). 
Il a également été montré que les vésicules de surcharge observées dans les 
cerveaux de souris exprimaient la protéine LAMP1 (Lysosomal Associated 
Membrane Protein 1) qui est un marqueur des lysosomes (Ohmi et al., 2003). Des 
analyses en microscopie électronique après marquage par « immunogold » ont 
confirmé la présence de la protéine LAMP1 à la membrane de ces dernières (Vitry et 
al., 2010). Vitry et col. ont cherché à savoir si ces vésicules étaient liées aux voies de 
l’endocytose ou de l’autophagie. Ils ont montré que les vésicules de surcharge 
- 29 - 
 
exprimant LAMP1 n’exprimaient pas de marqueurs des endosomes précoces (Early 
Endosome Associated Protein 1 : EEA1 ; mannose-6-phosphate receptor : M6PR) ni 
LC3 (MAP1LC3A, microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha) qui est un 
marqueur des autophagosomes, suggérant que ces vésicules n’étaient pas liées aux 
voies de l’endocytose ou de l’autophagie (Vitry et al., 2010). Ils ont ensuite montré 
que dans les neurones de souris MPSIIIB ces vésicules distendues contenaient le 
marqueur du cis-Golgi GM130 (Golgi matrix protein 130) plus fréquemment que dans 
les neurones contrôles. Dans les neurites MPSIIIB, elles étaient également plus 
souvent associées au marqueur Sec23-COPII, un marqueur de vésicules en 
formation au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et du pré-Golgi. Ainsi la triple 
localisation de LAMP1, GM130 et Sec23-COPII sur les vésicules distendues a 
suggéré que l’origine des vésicules distendues dans les neurones pouvaient être liée 
aux compartiments pré-golgiens ou golgiens (Vitry et al., 2010). Des 
immunomarquages ont montré que ces vésicules ne contenaient pas d’HS ni de 
gangliosides (Vitry et al., 2010). 
Ces différents résultats ont suggéré que les vésicules distendues n’étaient pas des 
lysosomes engorgés mais pouvaient être associées aux compartiments pré-golgien 
ou au complexe golgien. L’observation de l’appareil de Golgi en microscopie 
électronique a ensuite montré que l’architecture de ce dernier était désorganisée 
dans les neurones MPSIIIB à divers degrés avec par exemple, des saccules dilatés, 
ou encore avec des vésicules LAMP1 en continuité avec des saccules golgiennes 
(Vitry et al., 2010). Enfin, une étude récente du laboratoire a permis de montrer que 
la formation de ces vésicules était induite par la surexpression de GM130. En effet, 
dans des cellules HeLa déplétées en enzyme NAGLU, l’extinction de l’expression de 
GM130 a conduit à une absence presque totale de ces vésicules. Par contre, dans 
des cellules HeLa normales, la surexpression de GM130 a entrainé la formation de 
vésicules présentant les mêmes caractéristiques que celles accumulées dans les 
cellules déficientes pour la NAGLU (Roy et al., 2012). En conclusion l’hypothèse 
serait que ces vésicules distendues n’auraient pas pour origine des lysosomes 
engorgés, mais proviendraient de défauts de l’appareil de Golgi. Elles constitueraient 
une sorte d’impasse en étant incapable de fusionner et s’accumuleraient donc dans 
les cellules. 
 
2.4.3. Atteinte du cerveau et des neurones 
 
Les analyses post-mortem sur les cerveaux des patients ont permis de mettre en 
évidence de nombreuses lésions et anomalies. Elles ont notamment révélé une 
sévère atrophie et démyélinisation cérébrale (le poids du cerveau est réduit de moitié 
à deux tiers) (Hadfield et al., 1980; Hamano et al., 2008). Une perte neuronale 
accompagnée d’une gliose a été observée dans le cerveau des patients en 
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particulier dans le thalamus, dans les couches III et V du cortex cérébral et 
particulièrement dans l’insula, dans le cortex temporal, dans la zone compacte de la 
substance noire, dans le noyau de l’olive inférieure, dans le cortex cérébelleux, dans 
le striatum et dans le noyau du raphé (Hadfield et al., 1980; Tamagawa et al., 1985). 
Dans les travaux de Hamano en 2008, la seule dégénérescence neuronale observée 
se situait dans la substance noire du cerveau des patients. Ces différences 
pourraient être un reflet de l’hétérogénéité phénotypique de la pathologie chez les 
patients. Une gliose fibrillaire plus ou moins importante suivant les régions a 
également été observée (Tamagawa et al., 1985). Une astrocytose dans le cortex 
cérébral accompagnée de la présence de macrophages a également été rapportée 
(Hadfield et al., 1980; Hamano et al., 2008). Enfin, de nombreux neurones étaient 
distendus et présentaient une importante surcharge dans de nombreuses zones du 
cerveau, et principalement dans le cortex ainsi qu’au niveau des cellules de Purkinje 
dans le cervelet de plusieurs patients (Tamagawa et al., 1985; Hamano et al., 2008).  
Les études chez la souris ont montré que l’atrophie corticale, la perte neuronale et la 
diminution de la densité synaptique étaient présentes uniquement aux stades finaux 
de la maladie (Vitry et al., 2009). La mort des neurones n’est donc 
vraisemblablement pas responsable des premiers troubles du comportement 
observés dans cette pathologie. Plus probablement, les troubles comportementaux 
résultent d’un dysfonctionnement neuronal engendré par l’accumulation d’HSO. 
Plusieurs études ont montré que les neurones de souris MPSIIIB étaient affectés. La 
neuritogénèse est un processus dynamique qui implique la pousse des neurites, leur 
branchement ou leur rétractation. La croissance neuritique est la résultante de leur 
pousse et de leur rétractation. La maturation de l’arbre neuritique des neurones 
dépend de l’équilibre de ces différents procédés. Dans les neurones corticaux de 
souris MPSIIIB en culture, il a été montré que cet équilibre était perturbé par la 
présence d’HSO (Hocquemiller et al., 2010). Des défauts de la rétractation des 
neurites ont été observés avec un accroissement de leur longueur et un excès de 
branchement. Il en a résulté un arbre neuritique plus important que la normale dans 
les neurones MPSIIIB. Après correction enzymatique des neurones avec un vecteur 
viral exprimant l’enzyme NAGLU, ces défauts ont été corrigés. De plus il a été 
montré que ce défaut était concomitant à l’augmentation d’expression de la protéine 
GAP43 (Growth Associated Protein 43) dans les neurones corticaux MPSIIIB en 
culture ainsi que dans les cerveaux de souris MPSIIIB (Li et al., 2002; Ausseil et al., 
2008; Hocquemiller et al., 2010). GAP43 est une protéine impliquée au niveau du 
cône de croissance qui contrôle l’extension neuritique en réponse à des signaux 
externes. GAP43 peut être phosphorylée par la protéine kinase C. Quand c’est le 
cas, elle interagit avec diverses protéines du cytosquelette comme la F-actine qui 
stabilise les filaments d’actine et promeut la croissance des neurites. Lorsqu’elle est 
déphosphorylée elle est retrouvée au niveau des cônes de croissance de neurites en 
rétractation (Benowitz and Routtenberg, 1997). L’augmentation de l’expression de 
GAP43 pourrait donc être impliquée dans la croissance excessive des neurites chez 
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les neurones de souris MPSIIIB et ainsi participer aux anomalies corticales et aux 
défauts de plasticité.  
Un autre phénotype décrit dans les neurones MPSIIIB est lié à la densité de la 
protéine synaptophysine qui est diminuée dans des neurones corticaux de souris 
MPSIIIB âgées de dix jours ou 8 mois (Vitry et al., 2009). Il a été montré que cette 
diminution était provoquée par l’accumulation des HSO et qu’elle n’était pas le reflet 
d’une diminution du nombre de neurones dans le cortex ou d’une diminution du 
nombre de synapses. Elle était le reflet d’une modification des composants des 
vésicules synaptiques. In vitro sur des cultures de neurones corticaux MPSIIIB il a 
été montré qu’il y avait une augmentation de la dégradation de la synaptophysine par 
le protéasome (Vitry et al., 2009). La synaptophysine est une protéine très 
abondante dans la membrane des vésicules synaptiques, et serait impliquée dans 
l’exocytose, dans la libération de neurotransmetteurs et dans la maturation des 
vésicules synaptiques. Sa diminution pourrait donc avoir des conséquences sur la 
plasticité du système nerveux et sur son fonctionnement.  
 
2.4.4. Neuroinflammation 
 
Chez les souris MPSIIIB, une neuroinflammation et une activation de la microglie ont 
été décrites dès l’âge de 1 mois (Ohmi et al., 2003). Au sein du laboratoire, des 
études ont mis en évidence que l’activation de la microglie pouvait se faire par les 
HSO présents dans l’environnement extracellulaire. En culture, des cellules 
microgliales ont été activées par des HSO, mais pas par des chaînes d’HS natives 
(Ausseil et al., 2008). Les travaux ont montré que cette activation se faisait par les 
récepteurs TLR4 (Toll-Like Receptor 4) associé à la protéine Myd88. Cette étude a 
également montré qu’en l’absence de neuroinflammation chez des souris déficientes 
en NAGLU et inactivées pour les gènes de TLR4 et Myd88, la neuropathologie se 
développait tout de même (Ausseil et al., 2008). Ces résultats ont montré que 
l’inflammation pouvait contribuer à induire la neurodégénérescence dans les stades 
tardifs de la maladie mais que l’initiation de la neurodégénérescence était un 
évènement qui au départ n’impliquait que les neurones. 
 
2.4.5. Autres défauts 
 
Plusieurs autres défauts ont été rapportés chez les souris MPSIIIB. Ces défauts 
impliqueraient des altérations d’autres processus cellulaires. Par exemple, la protéine 
SCMAS (sous unité c de l’ATP synthase de la mitochondrie) qui est impliquée dans 
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la production d’ATP, est accumulée dans les neurones pyramidaux des couches II et 
III du cortex enthorinal médian dans les cerveaux de souris MPSIIIB (Ryazantsev et 
al., 2007). Il a été montré que les neurones qui accumulaient SCMAS présentaient 
les anomalies typiquement observées dans la pathologie et que les zones où elle 
était détectée contenaient également les métabolites qui s’accumulent 
habituellement comme des GAGs, du cholestérol ou encore les gangliosides (GM2 et 
GM3) (Ryazantsev et al., 2007). Cette accumulation de SCMAS pourrait traduire une 
altération des fonctions de la mitochondrie dans les neurones de souris MPSIIIB. 
Une autre étude a suggéré que la protéine tau, impliquée dans diverses maladies 
neurodégénératives, serait hyper-phosphorylée dans le cortex enthorinal médian des 
souris MPSIIIB (Ohmi et al., 2009). 
 
2.4.6. Traitement 
 
Bien que différentes approches aient été testées, il n’existe aujourd’hui aucun 
traitement pour cette pathologie. En effet, les traitements par greffe de moelle 
osseuse (Vellodi et al., 1992; Sivakumur and Wraith, 1999), ou l’enzymothérapie 
(Zhao and Neufeld, 2000) ne permettent pas de corriger les défauts au niveau du 
système nerveux sans doute du fait que l’enzyme ne traverse pas la barrière hémato-
encéphalique.  
La prise en charge des patients consiste aujourd’hui à traiter les complications 
comme les problèmes respiratoires fréquents chez les patients, les troubles du 
comportement, les difficultés d’alimentation, ou encore des problèmes d’audition. Par 
exemple, dans le cas des problèmes respiratoires, les enfants sont traités pour les 
fréquentes infections par des traitements antibiotiques, par des séances de 
kinésithérapie respiratoire pour libérer les bronches des sécrétions ou encore dans le 
cas de difficultés encore plus prononcées par des trachéotomies. 
Afin de corriger la pathologie au niveau du système nerveux, le traitement le plus 
prometteur aujourd’hui est la thérapie génique qui consiste à apporter le gène de la 
NAGLU directement dans le cerveau des patients.  
Les essais de ce type de traitement se sont montrés particulièrement prometteurs 
chez les animaux modèles. La preuve de concept a été réalisée chez la souris 
MPSIIIB dans notre laboratoire ainsi que dans d’autres équipes (Fu et al., 2002; 
Cressant et al., 2004). L’injection d’un vecteur AAV (Adeno-Associated virus) dans 
un seul point du cerveau a permis d’améliorer le comportement des souris malades. 
De plus, les cellules transduites ont libéré de l’enzyme qui a été recaptée par des 
cellules distantes permettant ainsi une correction des cellules dans une vaste zone 
du cerveau. D’autre part, l’accumulation des gangliosides GM2 et GM3 a été réduite 
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et enfin l’accumulation de vésicules de surcharge étaient fortement réduites 
(Cressant et al., 2004). Des études ont été poursuivies chez le chien malade 
(Ellinwood et al., 2011) et ont montré qu’une immunosuppression était nécessaire, et 
que dans ce cas, l’injection du vecteur corrigeait la pathologie. 
Un essai clinique initié par le laboratoire, basé sur ces recherches, est en cours de 
préparation. Les phases I et II concernant entre autres l’innocuité du traitement 
doivent débuter en 2013.  
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3. La Sclérose latérale amyotrophique 
 
3.1. Description 
 
La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la maladie neurodégénérative des 
motoneurones la plus fréquente chez l’adulte. Elle a été décrite pour la première fois 
en 1874 par Jean Martin Charcot, elle est également appelée maladie de Charcot. La 
SLA est plus connue dans les pays anglo-saxons sous nom de maladie de Lou 
Gehrig du nom d’un célèbre joueur de baseball atteint par cette maladie en 1939. 
L'incidence (0,4 à 2/100 000 par an) et la prévalence (4 à 7/100 000) sont 
relativement uniformes dans les pays occidentaux, mais sont plus élevées dans 
certaines îles du Pacifique ouest. La SLA débute en général entre 50 et 60 ans. Il 
existe une légère prédominance masculine (1,5 à 1,8 homme pour une 1 femme). 
Les causes de la SLA restent aujourd’hui encore mal connues. Dans la plupart des 
cas, les SLA se déclenchent de façon sporadique (sSLA) mais dans environ 10% des 
cas les SLA sont d’origine familiale (fSLA). De nombreux facteurs de risques sont 
incriminés, mais aucun n’a pu être clairement impliqué comme causant la pathologie. 
Les plus fréquemment cités sont le métier d'agriculteur et/ou l'exposition aux 
pesticides, les traumatismes physiques importants et/ou le sport de haut niveau, 
l'exposition aux métaux lourds et le tabac. 
La SLA est une maladie neurodégénérative caractérisée par une paralysie 
musculaire progressive due à la dégénérescence des motoneurones supérieurs et 
inférieurs (Figure 5). Les motoneurones supérieurs sont situés dans le cortex moteur 
(gyrus précentral). Ces sont des cellules pyramidales et leur neurotransmetteur est le 
glutamate. Ils projettent sur les motoneurones inférieurs aux niveaux du tronc 
cérébral (corticaux bulbaires) et de la moelle épinière (corticaux spinaux). Les 
principaux motoneurones centraux responsables des mouvements volontaires sont 
les cellules de Betz. Elles sont situées dans la couche V du cortex moteur. Les 
axones des motoneurones supérieurs vont former le tractus cortico-spinal croisé ou 
latéral (ou voie pyramidale croisée) et le tractus cortico-spinal direct ou antérieur 
(voie pyramidale direct). Leur perte peut produire de la rigidité musculaire 
(spasticité), des réflexes anormalement vifs. La maladie touche également 
fréquemment les motoneurones préfrontaux qui sont impliqués dans la planification 
et dans l’orchestration du travail des autres motoneurones. La perte des neurones 
préfrontaux peut entrainer des formes particulières avec des atteintes cognitives qui 
comprennent le plus souvent des dysfonctionnements exécutifs (moteur) mais qui 
peuvent aussi entrainer des altérations dans les comportements sociaux. Dans les 
formes où les atteintes cognitives sont les plus importantes, les patients présentent 
en plus de la SLA des critères de démence fronto-temporale (FTD). Les 
motoneurones inférieurs se trouvent dans le tronc cérébral (motoneurones bulbaires) 
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et dans la corne antérieure de la moelle épinière (motoneurones spinaux). Ils 
connectent directement les muscles et leur neurotransmetteur est l’acétylcholine. 
Leur dégénérescence conduit à une faiblesse progressive des muscles et à leur 
atrophie.  
Dans les deux tiers des cas, la pathologie débute par une forme spinale qui se traduit 
par une atteinte des membres. Cette forme est caractérisée par une faiblesse et une 
fonte musculaire focale, de début distal ou proximal, au niveau des membres 
inférieurs et supérieurs. Une spasticité se développe dans les membres atrophiés et 
affaiblis, affectant la dextérité manuelle et la démarche. La maladie débuterait dans 
ce cas là par une atteinte des motoneurones inférieurs. Pour le tiers restant, la 
maladie commence par une forme bulbaire. Celle-ci se traduit en général par une 
dysarthrie et une dysphagie aux solides ou aux liquides. Les symptômes au niveau 
des membres peuvent apparaître presque simultanément avec les symptômes 
bulbaires, ou, dans la grande majorité des cas, 1 à 2 ans après. La paralysie est 
progressive et entraîne une insuffisance respiratoire conduisant généralement au 
décès dans les 2 à 3 ans (forme bulbaire) ou dans les 3 à 5 ans (forme spinale). Les 
muscles contrôlant les mouvements oculaires et ceux contrôlant le sphincter urinaire 
sont épargnés dans la pathologie. 
La distinction entre la SLA et d’autres maladies du motoneurone n’est pas toujours 
aisée et peut entrainer de longs délais de diagnostic. Le fait que les motoneurones 
supérieurs et inférieurs ne soient pas toujours simultanément touchés dès le début 
de la pathologie peut faire qu’il ne soit pas possible de distinguer la SLA d’autres 
maladies. Par exemple, lorsque seuls les motoneurones inférieurs sont atteints, la 
symptomatologie est réduite à une para-parésie spastique qui peut avoir d’autres 
étiologies comme une compression tumorale médullaire ou encore certaines 
scléroses en plaques. Si seuls les motoneurones supérieurs sont touchés, il s’agit 
d’une sclérose latérale primaire (SLP). L’évolution de la SLP est différente de celle 
de la SLA et se compte en général en dizaines d’années. L’électromyogramme 
permet d’authentifier l’atteinte des motoneurones de la corne antérieure de la moelle 
épinière. 
 
3.2. Formes familiales et sporadiques 
 
La plupart des cas sont des formes sporadiques (SLAs), mais dans environ 10% des 
cas ce sont des formes familiales (SLAf). De nombreuses mutations dans différents 
gènes ont pu être identifiées dans ces formes familiales (Tableau 3).  
Le premier gène identifié comme responsable de SLA, en étudiant les formes 
familiales (fSLA), fut le gène codant la superoxyde dismutase 1 (SOD1) en 1993 
(Rosen et al., 1993). Les mutations dans ce gène sont impliquées dans environ 20 à 
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25% des formes familiales et dans 2 à 7% des formes sporadiques (Pasinelli and 
Brown, 2006). Alors que la protéine SOD1 n’est composée que de 154 acides 
aminés, au moins 160 mutations touchant les cinq exons du gène ont été identifiées 
(ALS Online Database). Depuis 1993 des mutations dans d’autres gènes ont été 
identifiées comme responsables de fSLA (voir Table 3). Les gènes touchés sont 
impliqués dans des processus cellulaires variés, comme le stress oxydatif (SOD1), le 
trafic endosomal ou la signalisation cellulaire (Alsin/ALS2, VAPB) les modifications 
de l’ARN (TARDBP, FUS) ou encore dans le cytosquelette (MAPT). Plus récemment 
deux nouvelles mutations ont été identifiées, l’une dans le gène UBQLN2 codant 
l’ubiquiline et provoquant des formes de SLA liées à l’X, la seconde est une répétition 
d’un héxanucléotide au locus 9p21 dans un intron de C9ORF72 (open reading frame 
72). Cette dernière altération génétique serait à l’origine d’environ 50% des fSLA en 
Finlande (Renton et al., 2011), d’environ 20% des fSLA aux Etats-Unis (DeJesus-
Hernandez et al., 2011) et de 20% des sSLA en Finlande (Renton et al., 2011). En 
France, cette mutation est responsable de 46% des SLA familiales et de 8% des SLA 
sporadiques (Millecamps et al., 2012). Cette altération entrainerait non seulement 
des SLA mais également des démences fronto- temporales (FTD). 
De plus dans les formes sporadiques, des gènes de susceptibilité ont également été 
décrits, avec par exemple des expansions poly-alanine dans le gène NIPA1 (Blauw 
et al., 2012) ou encore dans le gène CYP27A1 (Diekstra et al., 2012).  
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Figure 5. Localisation des différents types de motoneurones affectés dans la SLA – adapté de 
(Rowland and Shneider, 2001) et de http://www.medecine.unige.ch. 
 
Tableau 3. Liste des formes génétiques de la SLA Adapté de (Ferraiuolo et al., 2011). 
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3.3. Traitements 
 
Le traitement de patients atteints de SLA repose aujourd’hui uniquement sur 
l’utilisation du riluzole. Ce médicament ne permet d’augmenter la survie des patients 
que de quelques mois. L’un de ses modes d’action connu est de limiter l’excito-
toxicité en agissant sur le métabolisme du glutamate. Les autres traitements dans le 
cadre de la SLA visent à pallier les symptômes de la maladie et à assurer un certain 
confort au patient. Ces traitements comprennent de la kinésithérapie, de 
l’orthophonie pour les troubles dysarthriques (troubles moteurs affectant la parole) et 
les troubles de déglutition, la lutte contre les surinfections bronchiques par 
antibiothérapie, des traitements médicamenteux symptomatiques des crampes et de 
la spasticité liée au syndrome pyramidal, la ventilation mécanique en cas d'atteinte 
des muscles respiratoires. 
La recherche de nouveaux traitements s’est principalement faite jusqu’à maintenant 
en utilisant le modèle de souris mutante SOD1. Différentes molécules ont montré des 
effets thérapeutiques bénéfiques sur ces souris, mais lors des essais cliniques, 
aucune molécule n’a eu d’effet sur la maladie chez les patients. Cette inefficacité 
pourrait, en partie, être due au fait que les processus pathologiques chez les patients 
sont beaucoup plus hétérogènes que chez les modèles.  
 
3.4. Physiopathologie de la SLA 
 
Les études de la physiopathologie de la SLA sont menées depuis de nombreuses 
années. Ces recherches ont dans un premier temps été menées sur des biopsies 
post-mortem. Ces analyses anatomopathologiques menées chez les patients, 
principalement atteints de SLA sporadique, ont révélé de nombreuses altérations 
morphologiques du SNC. Sur le plan macroscopique, ont été observés une atrophie 
du gyrus précentral (région du cortex qui comprend le cortex moteur), une sclérose et 
une dégénérescence des voies cortico-spinales, un amincissement des racines 
ventrales de la moelle épinière et des nerfs hypoglosses (innervant les muscles de la 
langue) ainsi qu’une atrophie des muscles squelettiques d’innervation somatique et 
des muscles d’innervation bulbaire (déglutition, phonation). Des analyses plus fines 
ont montré qu’au point de vue microscopique, il pouvait y avoir une perte de plus de 
la moitié des motoneurones de la moelle épinière accompagnée d’une gliose 
astrocytaire dans la matière grise spinale. Les motoneurones spinaux survivants 
étaient atrophiés et contenaient des corps d’inclusions pouvant présenter une 
morphologie compacte ou fibrillaire. Dans le cortex moteur, a été rapportée une 
déplétion partielle des neurones pyramidaux géants (cellules de Betz) accompagnée 
d’une gliose astrocytaire variable dans la matière grise et dans la matière blanche 
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sous-jacente. Dans les aires affectées par le processus pathologique, une activation 
de la microglie a été détectée (Duckett and Torre, 2001). Ces études ont permis de 
dresser un tableau de la maladie au stade terminal, mais n’ont pas permis de 
déterminer les causes de la pathologie. 
Les études physiopathologiques sont aujourd’hui menées, d’une part sur des 
échantillons biologiques de patient, comme du liquide céphalo-rachidien (LCR) ou 
des cellules telles que les fibroblastes, et d’autre part sur des animaux modèles et 
des systèmes de cultures cellulaires. L’identification de mutations dans des gènes 
impliqués dans des processus très différents a permis de déterminer que la 
perturbation de divers processus cellulaires pouvait être à l’origine de la même 
maladie. D’autre part, il a été possible de créer des modèles animaux mutants dans 
les gènes identifiés. Parmi ces modèles, les souris surexprimant la protéine SOD1 
mutante est le plus utilisé (Kato, 2007; Swarup and Julien, 2011) et ce modèle est à 
l’origine d’une grande partie des connaissances des processus pathologiques de la 
maladie. Les souris qui surexpriment la protéine mutante humaine présentent une 
pathologie similaire à la maladie humaine. Plusieurs modèles de souris SOD1 ont été 
générés à partir de différentes mutations. Le premier et le plus utilisé est le modèle 
surexprimant la forme mutante de SOD1 G93A (Gurney et al., 1994). Une douzaine 
de modèles surexprimant d’autres formes mutantes de SOD1 ont depuis été générés 
(A4V, G85R, G37R, A4T, H43R, H46R, H48Q, D90A …). Pour toutes ces mutations 
des modèles murins présentant une pathologie ont pu être obtenu. Néanmoins, des 
différences dans l’âge de début de la maladie et dans sa progression existent entre 
ces différents modèles. Différentes revues décrivent très bien ces modèles (Kato, 
2007; Swarup and Julien, 2011). Enfin, il existe également des modèles autres que 
les souris utilisées pour modéliser la SLA, comme les rats surexprimant la forme 
mutante G93A de SOD1 (Nicaise et al., 2009). 
Cependant, les mutations dans le gène SOD1 ne représentent que 2% des patients 
atteints de SLA. Les mécanismes pathologiques identifiés grâce à ce modèle ne sont 
donc pas nécessairement représentatifs de la majorité des cas. D’autres modèles 
animaux sont donc en cours de génération ou ont été générés. C’est le cas par 
exemple de différents modèles mutants dans la protéine TDP-43 mais ces modèles 
ne reproduisent pas la maladie de façon satisfaisante (Swarup and Julien, 2011).  
En parallèle de ces modèles animaux, divers modèles cellulaires sont également 
utilisés pour étudier la SLA, comme des lignées motoneuronales (cellules NSC-34) 
surexprimant la protéine mutante SOD1 (Gomes et al., 2010). 
Malgré les études menées chez les patients et dans les modèles murins et 
cellulaires, les voies moléculaires conduisant à la mort des motoneurones sont 
encore mal connues. Il semble que, comme dans d’autres maladies 
neurodégénératives, ce soit un ensemble de mécanismes physiopathologiques qui 
est à l’origine de la maladie et que cet ensemble inclue, de manière non exclusive ni 
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exhaustive, les facteurs génétiques, l’agrégation de protéines, le stress oxydatif, 
l’excitotoxicité, des dysfonctionnements mitochondriaux, des perturbations du 
transport axonal, des défauts de l’appareil de Golgi ou encore l’implication des 
cellules gliales. 
 
3.4.1. Agrégats protéiques 
 
- Les agrégats dans les tissus post-mortem humains. 
Les inclusions cytoplasmiques dans les motoneurones et dans les cellules gliales 
sont l’une des caractéristiques de la physiopathologie de la SLA. Les inclusions 
présentes dans la SLA peuvent être séparées en trois grands groupes qui sont : les 
inclusions ubiquitinylées, les corps de Bunina et les inclusions hyalines (Xiao et al., 
2006). 
 Les inclusions ubiquitinylées 
Les inclusions ubiquitinylées sont retrouvées dans la majorité des cas de SLA 
sporadiques et familiales. Elles sont observées dans le soma des motoneurones sur 
des biospies post-mortem et sont révélées avec des anticorps dirigés contre 
l’ubiquitine. Elles existent sous deux formes : les inclusions filamenteuses (skein-like 
inclusions) (Figure 6A) et des inclusions compactes de forme sphérique (Figure 6B). 
Parmi les inclusions compactes, certaines ressemblent aux corps de Lewy observés 
dans la maladie de Parkinson mais elles ne contiennent pas l’α-synucléine.  
Les inclusions ubiquitinylées peuvent parfois contenir des filaments intermédiaires 
comme les neurofilaments ou la périphérine (Xiao et al., 2006).  
 
Chez les patients présentant une mutation dans le gène SOD1, les inclusions 
ubiquitinylées contiennent la protéine SOD1 mutée et des anticorps dirigés contre les 
formes mal repliées de cette protéine marquent fortement ces inclusions. La protéine 
SOD1 mal repliée peut également être détectée dans le cytoplasme des 
motoneurones de patients ayant des formes sporadiques. 
La protéine TDP-43 est également observée dans des inclusions ubiquitinylées 
(Neumann et al., 2006) chez les patients qui présentent une mutation dans le gène 
de TDP43 (TADBP) mais aussi chez des patients atteints de sSLA. De manière 
similaire, des inclusions ubiquitinylées contenant la protéine mutante FUS (fused in 
sarcoma) ont été observées chez des patients présentant une fSLA liée à FUS 
(Mackenzie et al., 2010).  
Il est intéressant de remarquer que les inclusions décrites chez les patients 
présentant une fSLA diffèrent en fonction du gène muté. En effet, les inclusions 
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contenant SOD1 ne sont pas retrouvées chez les patients mutants dans le gène 
codant pour TDP43, et inversement, les inclusions contenant TDP43 ne sont pas 
retrouvées chez les patients mutants dans le gène SOD1, suggérant que les 
mécanismes physiopathologiques entrainés par ces mutations sont différents. Il est 
également intéressant de constater qu’il semble que les inclusions TDP43 soient 
retrouvées chez l’ensemble des patients non mutant dans le gène SOD1. 
 Les corps de Bunina 
Les corps de Bunina (Figure 6C) sont de petites inclusions éosinophiles qui sont 
observées dans les motoneurones de patients dans plus de 85% des cas. Elles ont 
été décrites pour la première fois en 1962 et sont présentent dans le corps cellulaire 
des neurones et dans les dendrites. Elles sont fréquemment observées chez les 
malades atteints de sSLA et plus souvent chez ceux dont la pathologie évolue 
rapidement. Chez les patients présentant une démence associée à la SLA, les corps 
de Bunina ont tendance à être plus gros. Ils sont en général présents dans les 
motoneurones spinaux et absents des cellules de Betz. Leur origine reste incertaine, 
mais ils pourraient provenir des lysosomes. Ils contiennent de la cystatine C et de la 
transferrine. Les protéines accumulées fréquemment dans les inclusions lors des 
maladies neurodégénératives (comme tau, l’α-synucléine ou encore TDP43) ne sont 
pas retrouvées dans les corps de Bunina (Okamoto et al., 2008). Ils constitueraient 
un marqueur spécifique de la maladie (Xiao et al., 2006).  
 Les inclusions hyalines 
Les inclusions hyalines (Figure 6D) sont des inclusions argyrophiles (visibles par un 
traitement au sel d’argent) qui présentent des morphologies variables. Elles sont 
observées au sein du soma et des dendrites proximaux. Elles contiennent des 
neurofilaments (chaines lourdes et moyennes). Ces inclusions ne sont pas 
spécifiques de la SLA et seraient plutôt rares. 
Figure 6. Inclusions cytoplasmiques dans les motoneurones de moelle épinière post-mortem de 
patients atteints de SLA sporadique ou familiale. A. Immunomarquage de l’ubiquitine dans les 
inclusions filamenteuses. B. Immunomarquage de la pérpiphérine dans les inclusions compactes. C. 
marquage des corps de Bunina à l’hématoxyline. D. Immunomarquage des neurofilaments dans des 
inclusions hyalines. Adapté de (Xiao et al., 2006). 
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- Les agrégats dans les tissus post-mortem humains. 
Des agrégats protéiques ont également été observés dans les cellules chez les 
modèles murins de SLA. 
Dans des modèles de souris surexprimant des formes mutantes de la protéine SOD1 
(G93A, G85R et G37R), des inclusions ubiquitinilées contenant cette protéine ont été 
observées dans des astrocytes et des neurones sur des coupes de moelle au stade 
terminal de la pathologie (Bruijn et al., 1998). Le même type d’observation a été 
effectué sur des coupes de moelle épinière de souris exprimant une forme mutante 
de TDP43 (Xu et al., 2011).  
La surexpression des formes mutantes G37R, G85R ou G93C de SOD1 a entraîné la 
formation d’agrégats contenant principalement la protéine SOD1 mutante dans une 
lignée cellulaire humaine (HEK293) (Witan et al., 2009). La surexpression de la 
protéine TDP43 mutante dans des cellules 5H-SYHY a entraîné la formation 
d’inclusions contenant la protéine TDP43 et positives pour l’ubiquitine (Nonaka et al., 
2009) 
La formation et le rôle joués par ces inclusions dans la physiopathologie de la 
maladie restent inconnus. Deux hypothèses sont principalement envisagées quant à 
leurs rôles. Dans la première, les agrégats protéiques pourraient entrainer une 
toxicité cellulaire et donc jouer un rôle dans le processus pathologique. L’hypothèse 
inverse est que les agrégats seraient des sous-produits innocents du processus de 
neurodégénération voire même que leur formation pourrait être le résultat d’un 
processus de défense de la cellule visant à réduire la concentration intracellulaire 
des protéines toxiques.  
 
3.4.2. Stress oxydatif 
 
Le stress oxydatif est une agression des constituants de la cellule suite à une 
production non contrôlée et excessive d’espèces réactives oxygénées (ROS, 
Reactive Oxygen Species). La production de ROS est normale pour tous les 
organismes vivant en aérobie et ne constitue pas, en soi, une situation de stress 
oxydant. En effet, la cellule dispose d'un système complexe de détoxification contre 
les ROS comprenant des enzymes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion 
peroxydase…) et des petites molécules (vitamine E, vitamine C…). Une production 
excessive ou un défaut des mécanismes protecteurs conduit au stress oxydatif au 
cours duquel les protéines cellulaires, les lipides, les ARN et même l’ADN peuvent 
être altérés par réaction oxydative. 
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Différentes études ont révélé une augmentation du taux de certains marqueurs du 
stress oxydatif dans des échantillons biologiques de patients (LCR, sérum, urine). 
Par exemple, une augmentation du taux de 4-hydroxynonénal (HNE) dans le LCR de 
patients atteints de sSLA a été rapportée (Smith et al., 1998). Ce métabolite est 
produit par la peroxydation lipidique et peut créer des altérations dans la membrane 
telles que des modifications de sa fluidité mais aussi l’inactivation de récepteurs ou 
d’enzymes. Il faut également noter que le HNE est un composé stable qui peut 
diffuser hors de la cellule où il est produit et peut ainsi représenter un messager 
cytotoxique (Michel et al., 2008). 
D’autre part, l’analyse des tissus prélevés post-mortem et provenant de patients 
atteints de sSLA sporadique ou de SLA liée à des mutations du gène SOD1 a révélé 
d’importants dommages causés aux protéines, aux lipides, à l’ADN et également aux 
ARN messagers (ARNm) par des radicaux libres. L’implication du stress oxydatif est 
soutenue par le fait que des fibroblastes de patients en culture sont plus sensibles au 
stress oxydatif que des fibroblastes sains (Shaw et al., 1995; Shibata et al., 2001). 
Comme chez les patients, des dommages liés au stress oxydatif ont été observés 
chez les souris qui surexpriment la forme mutante G93A de la protéine SOD1. Une 
oxydation des ARNm a été principalement retrouvée dans les motoneurones et dans 
les oligodendrocytes au décours des étapes pré-symptomatiques de la maladie. Elle 
a été associée à une diminution de l’expression des protéines encodées par ces 
ARNm. De nombreux ARNm sont sensibles au stress oxydatif. Cependant, chez la 
souris mutante SOD1, il a pu être observé que certains ARNm y étaient plus 
sensibles, comme ceux codant des protéines impliquées dans la chaîne de transfert 
des électrons de la mitochondrie, ou codant des protéines impliquées dans 
l’élaboration du cytosquelette ou encore l’ARNm de SOD1 (Chang et al., 2008). 
Ces dommages oxydatifs ont également été retrouvés dans les modèles cellulaires 
surexprimant la protéine mutante SOD1. De manière intéressante, la protéine SOD1 
elle-même semble être particulièrement susceptible aux modifications post-
traductionnelles liées au stress oxydatif (Liu et al., 1999). Des dommages oxydatifs 
ont également été décrits sur de nombreux lipides et autres protéines chez ces 
souris SOD1 G93A (Liu et al., 1999). Dans des modèles cellulaires des mutations de 
TDP43, la présence de la protéine mutante a induit un stress oxydatif dans la lignée 
cellulaire motoneuronale NSC34 (Duan et al., 2010). 
Le stress oxydatif semble donc jouer un rôle important dans le processus 
pathologique de la SLA. Des essais de traitement chez la souris mutante SOD1 avec 
des molécules anti-oxydantes ont amélioré le phénotype de ces dernières. 
Néanmoins, des essais similaires chez les patients n’ont montré aucun bénéfice. 
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3.4.3. Excitotoxicité liée au glutamate 
 
Le glutamate est un acide aminé excitateur du SNC. Il agit par l’intermédiaire de ses 
récepteurs dont il existe deux grands types : les récepteurs ionotropiques et les 
récepteurs métabotropiques directement couplés aux protéines G. Il existe trois types 
de récepteurs ionotropiques au glutamate : les récepteurs NMDA, AMPA et kaïnate 
(Niciu et al., 2012). Ces récepteurs sont perméables aux cations principalement au 
sodium (Na+) et au potassium (K+) et pour certains au calcium (Ca2+). Les deux 
récepteurs principalement impliqués dans les phénomènes d’excitotoxicité liée au 
glutamate sont les récepteurs NMDA et AMPA.  
Les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) sont composés d’une combinaison de 
sous-unité NR1 et de sous-unité NR2 et/ou NR3. Au potentiel de repos des 
neurones, la fixation du glutamate au récepteur NMDA ne suffit pas pour permettre 
l’entrée d’ions dans le canal. De plus au repos, le pore du récepteur est bloqué par 
un ion magnésium (Mg2+). Une dépolarisation de la membrane est nécessaire pour 
permettre la levée du blocage du récepteur par le Mg2+. Ces récepteurs sont le 
principal canal ionique assurant l’entrée du calcium. Les récepteurs AMPA sont les 
acteurs majeurs de la transmission synaptique rapide. Quatre gènes codent les sous 
unités du récepteur AMPA : GluR1, GluR2, GluR3 et GluR4. L’ARNm codant la sous-
unité GluR2 subit une modification post-transcriptionnelle particulière. Elle est éditée 
au niveau d’un codon CAG qui devient CGG entraînant le remplacement d’une 
glutamine par une arginine. Cette modification rend les récepteurs composés de 
cette sous-unité imperméables au calcium.  
En temps normal, le glutamate libéré dans la fente synaptique est éliminé afin 
d’éviter une sur-activation des récepteurs. Des transporteurs spécialisés (excitatory 
amino acid transporter, EAAT) assurent la recapture du glutamate. Ces transporteurs 
sont présents à la membrane plasmique des astrocytes et à la membrane post-
synaptique. Il existe quatre types de transporteurs EAAT : les transporteurs EAAT1 
(GLAST) et EAAT2 (GLT-1) sont exprimés par les astrocytes, les transporteurs 
EAAT3 et EAAT4 sont exprimés à la membrane des neurones post-synaptiques. 
L’activation des récepteurs au glutamate entraine une dépolarisation des neurones 
provoquée par l’entrée de cations, dont le calcium. De plus, l’activation des 
récepteurs métabotropiques au glutamate peut entraîner la libération de calcium des 
réserves intracellulaires. L’élévation de la concentration intracellulaire de calcium 
joue un rôle important de second messager dans plusieurs voies de signalisation. 
Cependant, une élévation trop importante de calcium peut entrainer la mort cellulaire 
en perturbant l’homéostasie calcique et en entraînant l’activation secondaire 
d’enzymes dont des phospholipases, des endonucléases et des protéases telles que 
la calpaïne. La concentration calcique est contrôlée par plusieurs mécanismes. Le 
premier permet l’exportation du calcium à travers la membrane plasmique. Le second 
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mécanisme permet de stocker le calcium dans des sites de réserves intracellulaires 
tels que le réticulum endoplasmique. Enfin, des protéines (calbindine, calmoduline) 
ainsi que des phospholipides peuvent jouer le rôle de tampon en se liant au calcium 
intracellulaire.  
L’excitotoxicité provoquée par le glutamate est causée par une entrée massive de 
calcium dans le neurone post-synaptique. Cette entrée massive pourrait être due à 
une augmentation du niveau de glutamate dans la fente synaptique entraînant une 
stimulation excessive des récepteurs. Elle pourrait également être provoquée par 
une augmentation de la sensibilité au glutamate du neurone post-synaptique 
provoquée soit par une altération de l’homéostasie énergétique perturbant 
l’élimination du calcium, soit par une altération de l’expression des récepteurs au 
glutamate. Les motoneurones sont particulièrement vulnérables à l’excitotoxicité 
induite par les récepteurs AMPA. En effet, ils expriment peu la sous-unité GluR2 et 
leurs récepteurs AMPA sont donc principalement perméables au Ca2+. De plus ils 
expriment peu de protéines de tamponnage du calcium (Quinlan, 2011).  
Des analyses de LCR de patients atteints de sSLA ont permis de déterminer que le 
taux de glutamate est augmenté chez les malades. Cette élévation est attribuée à 
une perte, par les cellules gliales, du transporteur au glutamate EAAT2 (Rothstein et 
al., 1995). Ces altérations pourraient être le reflet de lésions neuronales provoquées 
par un mécanisme d’excitotoxicité. De plus, des études électrophysiologiques chez 
les patients ont montré une hyperexcitabilité du système moteur dans les stades 
présymptomatiques ou précoces de la pathologie, en corrélation avec une sur-
activation des motoneurones par le glutamate.  
Enfin, un élément supplémentaire indiquant l’implication de l’excitotoxicité dans la 
maladie est que la seule stratégie thérapeutique qui ralentisse l’évolution de la 
pathologie utilise une molécule inhibant le relargage du glutamate. Le Riluzole est en 
effet le seul médicament qui permet d’améliorer légèrement l’espérance de vie des 
patients. Néanmoins, d’autres agents anti-glutamate n’ont pas eu d’effet lors des 
essais cliniques.  
Les études menées sur les modèles de souris mutantes G93A et G37R dans le gène 
SOD1 ont démontré le rôle pathogénique de l’excitotoxicité incluant des propriétés 
électrophysiologiques altérées et un accroissement de la sensibilité des 
motoneurones à l’excitotoxicité, l’altération de l’expression de la sous unité GluR2 du 
récepteur AMPA, la réduction de l’expression et de l’activité de EAAT2, 
l’augmentation des efflux de glutamate depuis les terminaisons nerveuses dans la 
moelle épinière, une réduction dans le ratio synaptique d’inhibition et d’activation 
global dans les motoneurones et la perte de l’expression de GluR2 par les cellules 
avoisinantes des motoneurones (Van Damme et al., 2005).  
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3.4.4. Défauts mitochondriaux 
 
La première indication de l’implication des mitochondries dans la SLA a été le 
résultat d’analyses ultrastructurales chez des patients qui montraient des agrégats de 
mitochondries dans les muscles et dans la moelle épinière (Sasaki and Iwata, 1996). 
Des agrégats présynaptiques de mitochondries ont également été observés dans les 
cellules de Betz (Sasaki and Iwata, 1999). De plus des modifications dans l’activité 
des différents complexes de la chaîne de transport des électrons dans des tissus 
issus de patients ont été documentées (Browne et al., 2006). D’autre part, des 
altérations de l’ADN mitochondrial (ADNmt) ont été observées chez des patients 
atteints de sSLA avec notamment des délétions ou une diminution du taux d’ADNmt 
non liée à une diminution du nombre de mitochondries (Menzies et al., 2002).  
Des altérations au niveau des mitochondries ont également été observées chez les 
souris surexprimant la forme mutante G93A de SOD1. En effet, des vacuoles 
formées par des mitochondries en dégénérescence ont été observées dans les 
axones et dans les dendrites des motoneurones dès le stade présymtomatique. 
D’autre part, des défauts de la chaîne respiratoire de la mitochondrie ont été 
rapportés. Ils étaient associés à des dommages oxydatifs des protéines 
mitochondriales et des lipides (Shi et al., 2010).  
D’autre part il a été rapporté que la capacité de la mitochondrie à maintenir 
l’homéostasie calcique était perturbée dans des mitochondries purifiées à partir de 
cerveau de souris surexprimant SOD1 G93A (Damiano et al., 2006). Cette altération 
pourrait augmenter la susceptibilité des motoneurones aux perturbations de 
l’homéostasie calcique liées à l’excitotoxicité induite par le glutamate. De plus, le 
stress du RE, supposé interrompre les échanges de calcium entre le RE et la 
mitochondrie a été observé dans des modèles de SLA. 
Enfin, il a été montré que la morphologie des mitochondries était altérée dans des 
motoneurones primaires de souris SOD1 mutantes et dans des cellules NSC-34 
(lignée de cellules motoneuronales) (Menzies et al., 2002) surexprimant la protéine 
SOD1 mutante.  
 
3.4.5. Anomalies du transport axonal  
 
Des résultats obtenus à la fois à partir de biopsies de patients mais aussi de modèles 
murins et cellulaires soutiennent le concept que la SLA serait une axonopathie 
distale (dying-back axonopathy). Les défauts de transport axonal sont susceptibles 
de contribuer au processus d’axonopathie distale en particulier les défauts dans le 
transport antérograde et les défauts quantitatifs et fonctionnels des mitochondries qui 
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combinés provoquent une déplétion en énergie dans la partie distale de l’axone (pour 
une revue, voir Dadon-Nachum et al., 2011). 
Des atteintes du transport axonal ont été mises en évidence dans de nombreuses 
maladies neurodégénératives (Perlson et al., 2010), y compris dans la SLA. La 
pathologie axonale est un élément clé de la SLA, et pourrait donc avoir un rôle 
crucial dans la physiopathologie de la maladie. Les motoneurones sont des cellules 
hautement polarisées avec de très longs axones, et le transport axonal est requis 
pour la livraison des composants essentiels (comme les ARN, les protéines et les 
organites) au compartiment axonal qui comprend les structures synaptiques de la 
jonction neuromusculaire. Les principales machineries utilisées pour le transport 
axonal sont la kinésine associée aux microtubules qui gère les transports vers la 
jonction neuromusculaire (antérograde) et la dynéine un moteur moléculaire 
cytoplasmique qui assure le transport vers le corps cellulaire (rétrograde).  
Chez les souris mutantes G93A SOD1, des déficiences de transport ont été 
observées lors des stades précoces de la maladie (De Vos et al., 2007), soutenant 
l’hypothèse selon laquelle ces défauts du transport axonal et plus globalement les 
perturbations du compartiment axonal joueraient un rôle physiopathologique 
important. Il a été montré que les souris mutantes SOD1 présentaient un transport 
axonal perturbé aussi bien antérograde que rétrograde. Les défauts pourraient être 
liés aux éléments transportés. Par exemple seul le trafic antérograde des 
mitochondries est perturbé chez ces souris (De Vos et al., 2007).  
Les mécanismes moléculaires sous-jacents à ces défauts de transport axonal chez 
les souris mutantes SOD1 restent inconnus mais sont vraisemblablement multiples. 
Des altérations mitochondriales menant à une baisse du transport axonal des 
organelles pourraient entraîner un défaut du transport d’autres constituants 
cellulaires par un manque en énergie nécessaire au transport.  
Le TNF (tumor necrosis factor) qui est surproduit chez les souris SOD1 a été montré 
comme perturbant les fonctions de la kinésine en impliquant des mécanismes liés à 
la protéine kinase p38 MAPK p38 (mitogen activated protein kinase) dont l’activation 
excessive à été décrite dans la SLA (De Vos et al., 2008).  
D’autre part, le fait que des mutations dans le gène codant pour la dynactine, qui est 
une protéine impliquée dans le transport axonal, dans le gène VAPB (Vesicule 
Associated membrane protein-associated Protein B) codant pour une protéine qui est 
impliquée dans le transport des vésicules et dans le gène ALS2 codant pour l’alsine 
qui est impliquée dans la dynamique des endosomes, soient responsables de formes 
génétiques de SLA soutient l’implication de défauts du transport axonal dans la 
pathologie.  
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3.4.6. Anomalies du transport endosomal 
 
L’endocytose est un procédé par lequel les molécules extra-cellulaires sont 
capturées à la membrane cellulaire puis internalisées. Les molécules sont ensuite 
délivrées à leur destination par un système complexe d’organites appelé réseau 
endosomal. Des perturbations de ce système d’adressage sont impliquées dans 
différentes formes de SLA.  
Des mutations géniques trouvées dans des formes rares de fSLA impliquent des 
protéines impliquées dans le trafic des endosomes. Il s’agit de mutations dans le 
gène ALS2 codant la protéine Alsine qui est impliquée dans le trafic et la fusion des 
endosomes (Chandran et al., 2007), dans le gènes VAPB, qui code une protéine 
impliquée dans le trafic vésiculaire, dans le gène OPTN qui code l’optineurine qui est 
également impliquée dans le trafic vésiculaire, dans le gène d’ESCRTIII (Endosomal 
System Complex Required for Transport) qui est un composant du complexe de 
sortie de l’endosome requis pour le transport, dans le gène CHMP2B (CHarged 
Multivesicular body Protein 2B) qui participerait au complexe d’ESCRTIII (Cox et al., 
2010), dans le gène VCP (Valosine Containing Protein) (Johnson et al., 2010) qui 
forme un complexe avec la clathrine, et dans le gène FIG4 qui code pour une 
phosphatase phosphoinositide qui contrôle l’abondance cellulaire d’un lipide impliqué 
dans le trafic rétrograde des vésicules endosomales vers le Golgi (Chow et al., 
2009). La plupart de ces gènes sont encore assez peu étudiés, même si quelques 
modèles ont été développés à partir de ces mutations, (ALS2, VAPB). Un modèle 
murin surexprimant la protéine VAPB mutante P56S a été décrit mais les souris ne 
déclaraient pas de maladie du motoneurone, même si elles présentaient des 
inclusions contenant de l’ubiquitine et la protéine TDP43 (Tudor et al., 2010). 
En conclusion, du fait de leurs longs axones qui nécessitent un fort renouvellement 
des composants membranaires, les motoneurones pourraient donc être 
particulièrement sensibles à des perturbations du réseau endosomal. 
 
3.4.6.1. Défaut de l’appareil de Golgi 
 
Il a été observé sur des biopsies post-mortem de patients sSLA que l’appareil de 
Golgi était fréquemment fragmenté dans les motoneurones à un stade final de la 
maladie (Gonatas et al., 1992). Les neurones qui avaient un appareil de Golgi 
fragmenté présentaient un nucléole intact et localisé normalement dans le noyau, et 
leurs axones et leurs dendrites étaient normaux, suggérant que les cellules n’étaient 
pas en apoptose. Cette fragmentation a également été retrouvée chez les souris pré-
symptomatiques surexprimant la protéine G93A SOD1 avec une accentuation au 
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cours de l’évolution de la pathologie (Nassif et al., 2010). Les éléments de l’appareil 
de Golgi qui étaient fragmentés formaient des citernes plus petites, mais ne 
présentaient pas les caractéristiques d’un appareil de Golgi de cellules en apoptose. 
Enfin, cette fragmentation a été associée à des dysfonctionnement de la voie de 
sécrétion (Gonatas et al., 2006). 
 
3.4.6.2. Rôles des cellules environnantes 
 
Différentes études ont montré un rôle important des cellules environnantes des 
motoneurones dans la pathologie.  
L’expression chez la souris de la forme mutante de SOD1 (G37R ou G93A) de 
manière sélective dans les motoneurones (Pramatarova et al., 2001; Lino et al., 
2002) ou dans les astrocytes (forme G86R) n’a pas provoqué de pathologie (Gong et 
al., 2000).  
Par contre l’analyse de souris chimériques composées de cellules normales et de 
cellules exprimant la protéine SOD1 mutante a montré que la mort des 
motoneurones n’était pas « cellule autonome ». En effet, il a été montré que les 
cellules non motoneuronales normales étaient capables de limiter ou d’éliminer la 
toxicité des cellules mutantes (Clement et al., 2003).  
D‘autre part, la délétion spécifique du transgène pathogénique de SOD1 dans 
différents types cellulaires chez des souris a montré que la suppression du transgène 
dans les motoneurones retardait le début de la maladie et que la suppression dans 
les microglies augmentait la durée de vie des animaux (Boillée et al., 2006b). 
L’implication des cellules gliales ou des astrocytes a également été mise en évidence 
avec des modèles cellulaires qui ont montré un effet toxique de ces cellules sur des 
motooneurones lorsqu’elles exprimaient la forme mutante de SOD1 (Giorgio et al., 
2007; Di Giorgio et al., 2008; Marchetto et al., 2008).  
Plus récemment, ces résultats ont été nuancés par une étude qui a montré que 
l’expression de la forme mutante G93A de SOD1 spécifiquement dans les neurones 
de souris était suffisante pour reproduire une pathologie du type de la SLA (Jaarsma 
et al., 2008). 
L’ensemble de ces résultats a donc montré que l’environnement des motoneurones 
était vraisemblablement impliqué dans les processus pathologiques de la SLA. 
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3.4.7. Conclusion 
 
Les travaux réalisés chez l’homme, dans les modèles murins mutant de SOD1, et 
dans les systèmes cellulaires, ont suggéré que de très nombreux processus 
cellulaires étaient altérés dans la SLA. En particulier, les études dans les modèles 
mutants de SOD1 ont permis de mieux comprendre les processus pathologiques 
déclenchés par les mutations du gène SOD1. Néanmoins, ces défauts peuvent 
différer en fonction du gène muté dans le cas des formes familiales. L’étude d’un seul 
modèle, comme celui des souris surexprimant une protéine SOD1 mutante, parfois 
jusqu’à 40 fois son niveau normal, ne fournira sans doute pas des réponses valables 
pour toutes les formes de SLA. Mais aujourd’hui ce modèle est le seul modèle 
reproduisant la pathologie humaine. En effet les autres modèles murins générés à ce 
jour ne reproduisent pas la pathologie observée chez l’homme (Swarup and Julien, 
2011). Il apparait donc nécessaire d’étudier les conséquences physiopathologiques 
des différentes mutations dans les différents gènes afin de comprendre les diverses 
processus aboutissant à la mort des motoneurones.  
De nouveaux modèles complémentaires de ceux déjà existants sont donc 
nécessaires pour l’étude des processus pathologiques de la SLA. Dans ce contexte, 
la génération d’iPS à partir de fibroblastes de patients atteints de SLA pourrait 
permettre de générer les neurones et motoneurones affectés dans la pathologie. 
Cela permettrait de disposer pour la première fois des cellules humaines affectées.  
 
4. La forme ALS2/Alsine 
 
4.1. Description 
 
Les mutations dans le gène ALS2 codant l’alsine sont responsables de plusieurs 
formes de maladies du motoneurone. Plus de vingt mutations récessives différentes 
ont pu être identifiées dans tous les domaines de la protéine. Les pathologies 
provoquées par ces mutations sont : une forme de SLA juvénile (JSLA) (Hadano et 
al., 2001; Yang et al., 2001; Kress et al., 2005), des scléroses latérales primaires 
juvéniles (JSLP) (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001; Panzeri et al., 2006) ou 
encore des paraplégies spastiques familiales ascendantes à début précoce (IAHSP : 
Infantile-onset Ascending Hereditary Spastic Paralysis) (Eymard-Pierre et al., 2002, 
2006; Devon et al., 2003; Gros-Louis et al., 2003). 
La forme de SLA juvénile (JSLA) se caractérise par une apparition des premiers 
signes durant l’enfance, vers 6 ans et demi en moyenne, mais pouvant s’échelonner 
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de 2 à 23 ans. La pathologie se traduit par une spasticité des muscles du visage 
avec un rire incontrôlé, une dysarthrie, une démarche spastique, accompagnée 
d’une atrophie variable des muscles mais sans fasciculations musculaires, et par des 
troubles urinaires et sensoriels. Certains patients sont totalement dépendants avant 
l’âge de 20 ans. La pathologie a néanmoins, en général, une progression lente et 
l’espérance de vie peut être normale. Au niveau cellulaire, la JSLA se caractérise par 
une dégénérescence progressive des motoneurones supérieurs et inférieurs 
(Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001; Kress et al., 2005; Shirakawa et al., 2009). 
La JSLP débute dès l’âge de 2 ans. Elle se caractérise par une faiblesse et une 
rigidité progressive des muscles des jambes, des bras et de la face. Les symptômes 
progressent pendant une période de 15 à 20 ans. Ils incluent maladresse, spasmes 
et faiblesse musculaire, rigidité des jambes, et problèmes d’équilibre. En progressant 
ils comprennent, une rigidité des bras et des mains, des troubles de l’élocution, une 
incontinence salivaire, une difficulté à avaler et une incapacité à marcher. Au niveau 
cellulaire, dans le cas de la JSLP, seuls les motoneurones supérieurs dégénèrent 
progressivement provoquant une dégénérescence des voie pyramidales cortico-
spinale et cortico-bulbaire (Lesca et al., 2003). 
La troisième pathologie provoquée par des mutations dans le gène ALS2 est 
l’IAHSP. Elle débute plus tôt que la JSLP. Son évolution est ascendante, à 
progression lente. Elle se caractérise par une sévère atteinte du tractus cortico-
spinal, provoquée par la dégénérescence progressive des motoneurones supérieurs. 
Au niveau clinique, l’évolution est lente et progressive avec une paralysie spastique 
ascendante. La spasticité débute généralement par les membres inférieurs 
s’étendant aux membres supérieurs et aux muscles d’innervation cortico-bulbaire. 
Les premiers symptômes apparaissent durant les deux premières années et la 
plupart des patients sont en fauteuil roulant à partir de 10 ans. La maladie progresse 
vers une tétraplégie (paralysie complète des membres supérieurs et inférieurs), une 
anarthrie (perte partielle ou totale de l’articulation du langage), une dysphagie 
(difficulté à avaler) le tout accompagné par des mouvements lents des yeux à partir 
de la deuxième décennie. Malgré la nature progressive de la maladie, l’espérance de 
vie est assez longue (Eymard-Pierre et al., 2002, 2006; Devon et al., 2003; Gros-
Louis et al., 2003; Lesca et al., 2003). 
 
4.2. Le gène ALS2 
  
Le gène humain ALS2 code une protéine appelée alsine ou ALS2. Ce gène 
comporte 34 exons et 33 introns. Le transcrit du gène est formé de 6394 nucléotides 
et ne contient qu’une seule phase ouverte de lecture (ORF) de 4974 nucléotides 
codant l’alsine de 184 kDa constituée de 1675 acides aminés. Il existe un second 
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transcrit composé de 2651 nucléotides avec une seule ORF de 1191 nucléotides 
codant pour la forme courte de l’alsine (ALS2-s). Ce transcrit court est produit par 
épissage alternatif au niveau du site 5’ donneur d’épissage après l’exon 4 qui résulte 
dans l’apparition d’un codon stop après 25 amino-acides dans l’intron 4. Ces deux 
transcrits sont exprimés de manière ubiquitaire, mais avec un niveau d’expression 
fort dans le système nerveux central (SNC) et en particulier dans le cervelet (Hadano 
et al., 2001; Yang et al., 2001; Yamanaka et al., 2003).  
L’orthologue murin ALS2 est composé de 6349 nucléotides avec une seule ORF de 
4956 nucléotides codant une protéine de 183 kDa formée de 1651 acides aminés. 
L’ORF entière est bien conservée entre l’homme et la souris avec 87% d’identité. Les 
protéines humaine et murine présentent une homologie de plus de 90% (Hadano et 
al., 2007). 
Comme chez l’homme, il existe chez la souris un transcrit court produit par épissage 
alternatif, mais le site 5’ donneur d’épissage se situe après l’exon 13. Il en résulte un 
codon stop prématuré après 74 amino-acides dans l’intron 13. Cette différence fait 
que l’alsine courte chez la souris a une structure différente de l’alsine courte humaine 
(Hadano et al., 2006). 
 
4.3. La protéine Alsine (ALS2) 
 
Différents domaines et motifs particuliers ont pu être déduits par analyse de la 
séquence protéique de l’alsine. Elle serait composée de trois domaines facteurs 
d’échange de guanosine (GEF) (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001).  
 
 
Figure 7. Représentation schématique de la forme longue de l’alsine avec ses différents domaines et 
motifs (Hadano et al., 2007).  
 
En N-terminal de la protéine, on trouve un domaine hautement similaire aux 
protéines RCC1 (Regulator of Chromosome Condensation) et RPGR (Retinis 
Pigmentosa GTPase Regulator). Ce domaine est appelé domaine RCC1-like (RLD). 
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La protéine RCC1 est un GEF pour la « nuclear GTP binding protein Ran » (Ras-
related nuclear) (Dasso, 2001). La forme courte de l’alsine humaine ne contient 
qu’une partie de ce domaine RLD (Hadano et al., 2001) alors que la forme courte 
murine contient le domaine RLD entier (Cai et al., 2008). 
Dans la partie centrale de l’alsine, on trouve une organisation en tandem de type 
« Diffuse B cell lymphoma (Dbl) homology » (DH) et de « pleckstrin 
homology domains» (PH). Ce domaine PH/DH est la signature des GEFs pour les 
protéines GTPases de type Rho (Ras homology member) (Rossman et al., 2005).  
Dans la partie C-terminale de la protéine, on trouve un domaine VPS9 (Vacuolar 
Protein Sorting 9 domain) qui est présent dans de nombreux GEFs de la protéine 
Rab5 (Ras-related in brain 5) (Zerial and McBride, 2001; Carney et al., 2006).  
En plus de ces 3 domaines, on trouve une répétition en tandem de huit motifs 
MORN (Membrane Occupation and Recognition Nexus) formés de 23 acides aminés 
qui se situe entre les domaines DH/PH et VPS9 et qui serait impliquée dans la liaison 
de l’alsine avec des membranes (Takeshima et al., 2000). 
L’alsine contient donc de multiples domaines GEFs putatifs (RLD, DH/PH et VPS9, 
Figure 7) suggérant que cette protéine agit comme régulateur et/ou activateur de 
multiples petites protéines G (GTPases) (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001). In 
vitro des essais de dissociation/fixation du GTP ont prouvé que l’alsine possédait une 
activité GEF pour certains membres de la famille des protéines Rab5 (Rab5A, Rab5B 
et Rab5C), mais pas pour d’autres Rab (Rab3, Rab4, Rab7, Rab9 and Rab11), ni 
pour les membres de la famille des protéines Rho (Rac1, Cdc42 and RhoA) ou Ran 
(Otomo et al., 2003; Topp et al., 2004). 
Il a été montré que l’activité GEF vis-à-vis de la famille Rab5 (Rab5-GEF) requérait la 
moitié C-terminale de l’alsine qui contient les motifs MORN et le domaine VPS9 
(Otomo et al., 2003) et que l’alsine formait un oligomère homophilique impliquant 
deux sous-régions distinctes en C-terminal placées entre les motifs MORN et VPS9, 
oligomérisation qui est cruciale pour l’activité Rab5-GEF de l’alsine (Kunita et al., 
2004). 
Plusieurs études ont montré que le domaine PH/DH (figure 7) fixe spécifiquement la 
protéine Rac1 in vitro (Topp et al., 2004; Kanekura et al., 2005; Kunita et al., 2007) et 
que la surexpression de l’alsine dans des cellules en culture augmentait le niveau de 
Rac1 activée, c'est-à-dire fixée au GTP (Topp et al., 2004; Kanekura et al., 2005; 
Tudor et al., 2005). Néanmoins, il a été rapporté aussi que l’alsine ne possédait pas 
d’activité GEF pour Rac1 in vitro (Otomo et al., 2003; Topp et al., 2004). Ces 
résultats semblent indiquer que l’alsine agirait plutôt comme un effecteur que comme 
un GEF pour la protéine Rac1. 
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Aucune activité GEF n’a été détectée in vitro pour les protéines de la famille Ran 
malgré la présence du domaine RLD en N-terminal (Otomo et al., 2003). Les 
domaines RLD ont été décrits dans de nombreuses protéines possédant diverses 
fonctions. Le domaine RLD de l’alsine pourrait avoir un rôle dans des interactions 
protéines-protéines ou protéines-lipides. Il a été montré que le domaine RLD de 
l’alsine modulait la localisation subcellulaire de celle-ci (Yamanaka et al., 2003; 
Kunita et al., 2007).  
 
4.3.1. Les modèles murins  
 
Six groupes indépendants ont généré des souris inactivées pour l’alsine (ALS2-/-) 
(Devon et al., 2006; Hadano et al., 2006; Yamanaka et al., 2006; Deng et al., 2007; 
Cai et al., 2008; Gros-Louis et al., 2008). Bien que la production de la forme longue 
de l’alsine ait été interrompue dans toutes les souris produites, aucune n’a développé 
de phénotypes correspondant à ceux observés chez les patients. Elles ne 
présentaient pas d’anomalies évidentes de développement, se reproduisaient 
normalement et leur durée de vie était normale. Néanmoins, elles présentaient tout 
de même quelques atteintes motrices et/ou comportementales, rapportées par une 
fraction significative de ces laboratoires. Ces troubles comprenaient des défauts de 
coordination motrice (Cai et al., 2005; Yamanaka et al., 2006; Deng et al., 2007; 
Gros-Louis et al., 2008), de l’apprentissage moteur (Cai et al., 2005) de la force 
d’agrippement (Gros-Louis et al., 2008), de la course (Yamanaka et al., 2006). Une 
plus grande anxiété ainsi qu’un léger surpoids ont également été observés (Cai et 
al., 2005). 
Au niveau tissulaire et cellulaire certaines altérations phénotypiques ont tout de 
même pu être observées, mais là encore avec une grande variabilité selon les 
modèles murins. Certaines souris ont présenté une diminution de la taille du corps 
cellulaire des neurones du cortex moteur (Devon et al., 2006), une dégénérescence 
progressive des axones de la colonne latérale de la moelle épinière (Yamanaka et 
al., 2006) ou du tractus cortico-spinal (Gros-Louis et al., 2008). Parfois les souris 
ALS2-/- ont développé avec l’âge une perte progressive des cellules de Purkinje 
ainsi que des motoneurones spinaux. Ces pertes étaient associées à une astrogliose 
et à une activation de la microglie (Hadano et al., 2006). Dans la lignée développée 
par Cai et col. les souris ALS2-/- âgées ou des motoneurones dérivés de ces souris 
étaient un peu plus vulnérables au stress oxydatif (Cai et al., 2005). 
En conclusion, la perte de l’alsine dans ces modèles murins n’a pas entrainé de 
phénotype sévère équivalent à ceux observés chez l’homme. Différentes raisons 
pourraient expliquer cette différence. 
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Une explication possible serait la différence d’organisation des voies motrices entre 
l’homme et la souris. Chez l’homme les mouvements volontaires sont contrôlés par 
les motoneurones supérieurs situés dans le cortex moteur. Ils innervent 
principalement (à près de 90%) les motoneurones spinaux de façon directe en 
réalisant avec eux une connexion synaptique dans la moelle épinière. Leurs axones 
forment la voie cortico-spinale directe ou latérale encore appelée faisceau pyramidal 
direct (ou latéral). D’autres voies reliant des motoneurones corticaux aux 
motoneurones spinaux existent, mais elles ne font pas de contact direct, elles sont 
polysynaptiques. Chez la souris, les motoneurones supérieurs envoient 
principalement leurs axones par le tractus cortico-spinal dorsale ou médian. Les 
motoneurones supérieurs font alors synapse avec des interneurones dans la moelle 
épinière, et non pas directement avec les motoneurones. Cette voie représente 80% 
des axones du tractus cortico-spinal chez la souris. Les 20% restant innervent la 
moelle épinière en passant par le tractus cortico-spinal ventral ou latéral. Chez 
l’homme, les mutations dans le gène ALS2 entrainent principalement une atteinte 
des motoneurones supérieurs, cette différence d’organisation pourrait donc expliquer 
que les souris ne soient que peu atteintes. Les résultats de l’équipe de Yamanaka 
soutiennent cette hypothèse, puisqu’ils ont observé, chez les souris ALS2-/-, une 
atteinte des axones des motoneurones supérieurs du tractus cortico-spinal latéral, et 
pas du dorsal, c'est-à-dire du tractus correspondant aux 20% d’axones des 
motoneurones supérieurs qui connectent directement les motoneurones spinaux. 
Une autre explication pourrait être la présence chez la souris de protéines ayant des 
fonctions similaires à celle de l’alsine. De telles protéines ont pu être identifiées. Une 
protéine ALS2CL également présente chez l’homme, présentant une séquence 
homologue à la partie C-terminale de l’alsine, allant des motifs MORN au domaine 
VPS9, pourrait être impliquée dans une éventuelle compensation (Hadano et al., 
2004). Il a été montré que cette protéine était capable de fixer Rab5 plus fortement 
que l’alsine, mais qu’elle ne présentait qu’une faible activité GEF pour Rab5. La co-
expression d’ALS2CL et de Rab5 dans des cellules HeLa a entraîné une 
réorganisation des endosomes n’exprimant pas EEA1 en structure tubulaire (Hadano 
et al., 2004) alors que la co-expression de l’alsine et de Rab5 a conduit à un 
élargissement des endosomes positifs pour EEA1 (Otomo et al., 2003). Le rôle 
d’ALS2CL reste mal connu. Il a été aussi montré que cette protéine était 
principalement présente sous forme de dimères dans le cytosol et qu’elle était 
capable d’interagir avec les homo-oligomères d’alsine in vitro (Hadano et al., 2004). 
Un des rôles potentiel de la protéine ALS2CL serait de réguler l’action de l’alsine sur 
Rab5 soit en séquestrant Rab5, soit en se fixant aux homo-oligomères d’alsine. Son 
implication dans les processus cellulaires reste donc mal définie et son rôle lorsque 
l’alsine est absente reste inconnu. De plus, le fait que cette protéine soit présente 
chez l’homme semble indiqué que l’ALS2CL ne peut compensée l’absence de la 
protéine alsine, sauf si l’ALS2CL possède des rôles différents chez la souris et chez 
l’homme.  
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Une autre hypothèse permettant d’expliquer le phénotype des souris ALS2-/- pourrait 
être l’expression d’une isoforme de l’alsine. En effet, Gros-Louis et col. ont montré 
que les souris générées par leur groupe exprimaient une isoforme de l’alsine dont 
l’origine pourrait être soit un ATG de départ alternatif soit un variant d’épissage. Il a 
été montré que cette isoforme contenait les domaines VPS9, DH/PH et les motifs 
MORNs et qu’elle était exprimée aussi bien par les souris ALS2-/- que par les souris 
normales. Un fait intéressant est que chez des poissons zèbres inactivés pour le 
gène de l’alsine à l’aide de morpholino anti-sens, l’expression de cette isoforme a 
permis de corriger partiellement, tout comme l’alsine entière, le phénotype développé 
par les animaux. En l’absence de cette correction, les poissons ont présenté des 
anomalies de projections des motoneurones, une diminution du nombre de 
motoneurones dans la moelle épinière, des troubles de la nage et une espérance de 
vie de moins de cinq jours, alors qu’en présence de l’alsine ou de son isoforme, ces 
phénotypes étaient dans l’ensemble corrigés (Gros-Louis et al., 2008).  
 
4.3.2. Localisation subcellulaire et rôles de l’alsine. 
 
4.3.2.1. Localisation subcellulaire 
 
Dans des cultures de neurones embryonnaires (corticaux, hippocampaux, 
motoneurones), l’alsine a été localisée principalement dans de petites structures 
vésiculaires présentes dans le corps cellulaire et dans les neurites somato-
dendritiques (Otomo et al., 2003; Topp et al., 2004; Jacquier et al., 2006). L’alsine a 
également été trouvée dans le cytosol (Otomo et al., 2003; Topp et al., 2004).  
Dans les neurones matures in vitro l’alsine a été décrite comme étant présente aussi 
bien dans les dendrites, l’axone, et le corps cellulaire (Topp et al., 2004) que dans le 
compartiment endosomal (Otomo et al., 2003). 
Il a été montré que l’alsine vésiculaire co-localisait partiellement avec les protéines 
Rab5 et EEA1 qui sont des marqueurs des endosomes (Yamanaka et al., 2003; 
Topp et al., 2004; Devon et al., 2005). Elle a également été localisée au niveau du 
front de migration cellulaire et dans les replis membranaires en co-localisation avec 
Rac1 (Topp et al., 2004). La protéine a également été décrite au niveau du 
centrosome (Millecamps et al., 2005).  
La localisation subcellulaire de l’alsine est déterminée par ses différents domaines. 
La partie C-terminale contenant les domaines MORN et VPS9, est impliquée dans la 
localisation endosomale de l’alsine (Otomo et al., 2003). Le domaine N-terminal qui 
comprend le domaine RLD va favoriser une localisation cytosolique de la protéine. Il 
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serait également responsable de la localisation de l’alsine dans les replis 
membranaires en interagissant avec Rac1 (Yamanaka et al., 2003; Chandran et al., 
2007; Kunita et al., 2007). De façon surprenante, alors que ce domaine semblait 
limiter la présence de l’alsine au niveau des endosomes, une mutation faux-sens 
dans RLD na pas entrainé uniquement des problèmes de localisation au niveau 
cytosolique ou membranaire, mais a provoqué une perte de l’alsine endosomale 
(Panzeri et al., 2006).  
 
4.3.2.2. Trafic vésiculaire/endosome 
 
Différentes études ont montré que l’alsine pouvait se localiser au niveau des 
endosomes, qu’elle interagissait avec la protéine Rab5 et qu’elle était capable de 
l’activer. Il a été montré que la partie C-terminale de l’alsine contenant uniquement 
les domaines MORN et VPS9 activait Rab5 in vitro, et que si cette partie comprenait 
en plus le domaine PH/DH, ce fragment allait alors activer de manière constitutive 
Rab5 in vivo (Otomo et al., 2003). De manière intéressante, il a aussi été montré que 
pour activer Rab5 et provoquer la fusion endosomale et l’élargissement des 
endosomes, l’alsine devait former un homo-oligomère par l’intermédiaire de sa région 
C-terminale (Kunita et al., 2004).  
Rab5 est impliquée dans la dynamique endosomale et contrôle la fusion des 
vésicules d’endocytose avec les endosomes précoces (Zerial and McBride, 2001). Il 
a été montré que l’alsine était impliquée via l’activation de Rab5 dans la dynamique 
et la fusion des endosomes. Ces défauts ont été observés par différents groupes sur 
des cellules ou des extraits cellulaires issus de ces souris ALS2-/-et notamment dans 
le modèle étudié par Devon et col. (Devon et al., 2006). Dans les neurones extraits 
de ces souris ALS2-/- il a été montré des perturbations du transport endosomal de 
certains récepteurs de facteurs trophiques comme ceux à l’IGF1 (Insulin-like Growth 
Factor 1) et au BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Devon et al., 2006). Chez 
ces souris l’activité de la fusion endosomale impliquant Rab5 était réduite dans des 
extraits cytosoliques de cerveau de souris ALS2-/- par rapport à des souris non 
mutées (Devon et al., 2006). Il a été également montré dans des fibroblastes murins 
embryonnaires invalidés pour le gène ALS2, que la fusion des endosomes 
dépendante de Rab5 était retardée (Hadano et al., 2006). Par ailleurs, la déplétion 
de l’alsine par des siRNA dans des motoneurones de rats a entrainé une diminution 
de la taille des endosomes (Jacquier et al., 2006). Enfin, la surexpression de l’alsine 
a entrainé des élargissement des endosomes dans des cellules COS7 (Millecamps 
et al., 2005).  
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Ces éléments dans leur ensemble ont montré que l’alsine participait à la voie 
endosomale et était impliquée dans la fusion et la dynamique des endosomes par 
l’intermédiaire de Rab5. 
 
4.3.2.3. Croissance axonale 
 
La protéine Rac1 a été impliquée dans la croissance des neurites (Li et al., 2000; 
Nikolic, 2002) et plusieurs études ont montré que l’alsine interagissait avec cette 
protéine. En effet, il a été montré que le domaine PH/DH de l’alsine fixait 
spécifiquement la protéine Rac1 in vitro et que la surexpression de l’alsine entrainait 
une augmentation du niveau de Rac1 activée. L’alsine serait un effecteur de Rac1 
(Kunita et al., 2007).  
Il a été montré que dans des neurones immatures embryonnaires corticaux et 
d’hippocampe que l’alsine était présente au niveau du cône de croissance de l’axone 
dans des zones présentant une forte densité en Rac1 et en actine (Tudor et al., 
2005). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que l’alsine était impliquée dans la 
croissance neuritique. En effet, il a été montré que dans des cultures de neurones 
hippocampaux, la surexpression de l’alsine entraînait un allongement des neurites 
(Tudor et al., 2005), alors que l’extinction de son expression à l’aide de ARNsi 
entraînait une diminution de la longueur de l’axone (Jacquier et al., 2006). Enfin, des 
neurones issus de souris inactivées pour le gène de l’alsine ont également des 
axones plus courts (Otomo et al., 2008). 
Ces différents travaux suggèrent donc que l’alsine serait impliquée dans la 
croissance des neurites par l’intermédiaire de Rac1. 
 
4.3.2.4. Autre rôles de l’alsine 
 
L’alsine semble également impliquée dans l’excitotoxicité en participant au transport 
de la sous-unité GluR2 des récepteurs AMPA. En effet, Lai et col. ont montré que le 
domaine RLD de l’alsine interagissait avec la protéine GRIP1 (glutamate receptor 
interacting protein 1) (Lai et al., 2006). GRIP1 est un des régulateurs du trafic de la 
sous-unité GluR2 du récepteur AMPA au glutamate (AMPA-R). Ce récepteur est 
impliqué dans les phénomènes d’excitotoxicité induits par le glutamate dans les 
neurones. Le récepteur AMPA est un tétramère composé de différentes 
combinaisons de sous unités (GluR1, 2, 3 ou 4). Parmi ces sous unités, GluR2 joue 
un rôle particulièrement important puisque les récepteurs AMPA qui la contiennent 
sont imperméables au calcium. Or c’est l’afflux trop important de calcium via les 
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récepteurs au glutamate qui est responsable de l’excitotoxicité. Il a été montré que 
les neurones qui présentaient un défaut en GluR2 dans leurs récepteurs AMPA 
étaient particulièrement vulnérables à l’excitotoxicité (Kwak and Weiss, 2006). 
D’autre part dans des neurones ALS2-/-, il a été montré que la perte de l’alsine 
altérait la localisation subcellulaire de GRIP1, corrélée à une réduction de GluR2 à la 
surface synaptique. Il en a résulté une plus grande sensibilité de ces neurones 
mutants à l’excitotoxicité (Lai et al., 2006). 
D’autre part, il a été montré que la surexpression de l’alsine entraînait une 
fragmentation de l’appareil de Golgi, ce qui sous-entend qu’elle pourrait avoir un rôle 
au niveau de celui-ci (Millecamps et al., 2005). L’alsine a également été localisée au 
niveau du centrosome, ce qui pourrait impliquer un rôle de l’alsine dans l’organisation 
des microtubules (Millecamps et al., 2005). 
La protéine alsine est donc une protéine qui possède de multiples domaines et qui 
présente une localisation subcellulaire variée. Ces caractéristiques suggèrent que 
l’alsine pourrait avoir de multiples et importantes fonctions, les mieux déterminées à 
ce stade sont liées au trafic vésiculaire et à la croissance neuritique. 
 
4.3.3. Conclusion 
 
Les mutations dans le gène ALS2 entraînent des manifestations cliniques variables 
d’atteintes des motoneurones. Les souris modèles ne reproduisent pas la pathologie 
observée chez l’homme. Deux rôles principaux de l’alsine ont tout de même pu être 
identifiés à partir des différents modèles : un rôle dans le trafic des endosomes et un 
rôle dans la croissance neuritique. De plus, quelques éléments indiquent des 
processus pathologiques communs entre les formes précoces ALS2 et les autres 
formes de SLA plus tardives : 1) les souris ALS2-/- comme les souris mutantes dans 
SOD1 sont plus sensibles au stress oxydatif (Wong et al., 1995; Cai et al., 2005), 2) 
les défauts d’endocytoses dépendante de Rab5 dans l’ALS2 (Devon et al., 2006; 
Hadano et al., 2006) peuvent être mis en parallèle avec d’une part les anomalies du 
transport axonal dans les motoneurones de souris mutante SOD1(Kieran et al., 
2005) et d’autre part les mutations dans le gène VAPB qui code une protéine 
impliquée dans le transport vésiculaire (Nishimura et al., 2004) et 3) le lien entre 
l’alsine et GLUR2 (Lai et al., 2006) qui implique des mécanismes d’excitotoxicité liée 
au glutamate comme observés dans les sSLA (Rothstein et al., 1995) ou chez les 
souris mutante dans SOD1 (Van Damme et al., 2005). 
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5. Organite et trafic intracellulaire 
 
5.1. L’appareil de Golgi  
 
5.1.1. Structure 
 
L’appareil de Golgi a été découvert en 1898. Depuis cette date, son organisation et 
sa structure ont été largement décrites (Farquhar and Palade, 1981, 1998; Farquhar, 
1985). L’appareil de Golgi est un organite intracellulaire péri-nucléaire qui est en 
contact étroit avec le réticulum endoplasmique (RE). Il assure des modifications post-
traductionnelles des protéines comme la glycosylation, il est également le siège de la 
synthèse des protéoglycanes. Enfin, c’est également une station de tri et de 
répartition des produits issus du RE. Ces diverses fonctions le placent au cœur des 
voies de sécrétion. Il présente une organisation bien définie : il est composé de 
disques de membrane appelés citernes qui forment des piles ordonnées de 3 à 6 
éléments. Ces empilements de citernes sont appelés dictyosomes. Ils se subdivisent 
en trois régions : le cis-golgi, le golgi médian et le trans-golgi (Figure 8). Cette 
structure caractéristique est conservée chez tous les eucaryotes. Contrairement aux 
eucaryotes dits inférieurs qui ne contiennent qu’une ou quelques piles de Golgi, les 
cellules de mammifères contiennent plusieurs piles de Golgi qui sont connectées 
latéralement par des tubules de membranes reliant les citernes équivalentes formant, 
ainsi, un seul complexe. Des tubules peuvent aussi connecter des citernes 
différentes. Par exemple des tubules peuvent connecter des citernes du Golgi 
médian avec des citernes du trans-Golgi. De telles connexions pourraient faciliter le 
déplacement des molécules au travers de l’appareil de Golgi.  
Comme décrit précédemment les dictyosomes présentent une face cis (ou face 
d’entrée) et une face trans (ou face de sortie). Les faces cis et trans sont associées à 
des compartiments spécifiques et chacun de ces compartiments est composé d’un 
réseau de structures interconnectées de type citernes et tubules. Ce sont 
respectivement le réseau cis-golgien (encore appelé compartiment intermédiaire) et 
le réseau trans-golgien (Figure 8). Les protéines et les lipides entrent dans le réseau 
cis-golgien par des vésicules provenant du RE et sortent par le réseau trans-golgien. 
Ces deux réseaux sont considérés comme importants dans le tri protéique. Au cours 
de leur traversée de l’appareil de Golgi, les molécules subissent une série ordonnée 
de modifications covalentes. Les protéines qui entrent dans le réseau cis-golgien 
peuvent soit continuer leur déplacement dans l’appareil de Golgi, soit être renvoyées 
dans le RE. De même, les protéines qui sortent du réseau trans-golgien peuvent 
continuer plus avant et être adressées, selon leur destinée, aux lysosomes, aux 
vésicules sécrétoires ou à la surface cellulaire, soit renvoyées à un compartiment 
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précédent. Les vésicules intra-golgiennes sont pour la plupart recouvertes d’un 
complexe protéique COP (coatamer protein) et font de 50 à 60 nm de diamètre. Les 
vésicules les plus larges émanent du réseau trans-golgien et sont couvertes de 
clathrine.  
L’appareil de Golgi est un organite fortement dynamique et auto-organisé. Il peut 
changer rapidement de morphologie et même se fragmenter ou se réassembler en 
fonction de conditions physiologiques ou pathologiques. Par exemple le Golgi se 
dissocie en petites vésicules durant la mitose. Les vésicules sont alors réparties 
entre les cellules filles puis se réassemblent pour produire un appareil de Golgi 
fonctionnel à la fin de la mitose.  
L’appareil de Golgi possède deux fonctions clés. Il contient les enzymes 
responsables de la maturation des protéines et des lipides nouvellement synthétisés 
et il assure le tri et l’adressage de ces molécules. 
 
5.1.2. Glycosylation des protéines 
 
Comme pour sa structure, ses principales fonctions sont aujourd’hui bien connues 
(Farquhar and Palade, 1981, 1998; Farquhar, 1985). La principale fonction de 
l’appareil de Golgi est de modifier et de trier les glycoprotéines, les protéoglycanes et 
les glycolipides. La première étape de la glycosilation des protéines est effectuée 
dans le RE, mais la plus grande partie des glycosilations se fait au sein de l’appareil 
de Golgi où vont être ajoutées des chaînes d’oligosaccharides aux protéines.  
L’appareil de Golgi des mammifères contient plus de 200 glycotransférases. Ces 
enzymes sont principalement membranaires. Elles sont réparties dans les différentes 
citernes et elles forment en général un gradient le long des piles de saccules. Cette 
répartition est nécessaire pour assurer une glycosylation correcte des protéines. Les 
différentes étapes du traitement des protéines se produisent sous forme d’une 
séquence organisée, chaque citerne contenant une quantité et un ensemble 
caractéristique d’enzymes. Les protéines sont modifiées par étapes successives 
tandis qu’elles se déplacent d’une citerne à l’autre au travers du dictyosome qui 
forme une unité de traitement multi-étapes. Le traitement des molécules se produit 
selon une séquence ordonnée à la fois spatialement et biochimiquement. Les 
enzymes qui catalysent les premières étapes du traitement sont concentrées dans 
les citernes proches de la face cis alors que celles qui catalysent les étapes 
ultérieures sont concentrées dans les citernes proches de la face trans. 
Cette division fonctionnelle et structurelle de l’appareil de Golgi soulève deux 
questions. La première relative au transport des molécules d’une citerne à l’autre et 
la seconde aux mécanismes assurant le maintien des enzymes golgiennes au sein 
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de cet organite. Ces deux points amènent à s’intéresser au transport au sein de 
l’appareil de Golgi. 
 
 
 
 
Figure 8. Organisation de l’appareil de Golgi. Les vésicules COPII contenant les molécules à sécréter 
provenant du RE fusionnent avec l’ERGIC (Endoplasmic Reticulum/Golgi Intermediate compartment) 
et le réseau cis-Golgien. Les vésicules COPI permettent le retour des protéines du RE depuis 
l’appareil de Golgi. Les molécules apportées au cis-Golgi vont traverser le complexe puis être 
adressées via les vésicules post golgiennes aux sous-compartiments cellulaires relevants. La flèche 
bleue indique le sens de la voie de sécrétion. Adapté de (Farhan and Rabouille, 2011). 
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5.1.3. Transport 
 
5.1.3.1. Transport du RE au Golgi 
 
Les protéines nouvellement synthétisées sont internalisées dans des vésicules 
recouvertes de COPII (COat Protein complex) dans des sites de sortie spécialisés du 
RE. Les vésicules COPII peuvent ensuite fusionner soit avec le cis-Golgi, soit les 
unes avec les autres, soit avec un compartiment intermédiaire entre le RE et le Golgi, 
appelé ERGIC (ER-to-Golgi Intermediate Compartment). Sur la membrane de 
l’ERGIC des vésicules couvertes de COPI peuvent se former. Ces vésicules peuvent 
bourgeonner du Golgi et de l’ERGIC pour aller fusionner avec le RE et ainsi recycler 
les protéines résidentes du RE (Figure 8).  
 
5.1.3.2. Transport à travers le Golgi 
 
Il existe aujourd’hui plusieurs modèles permettant d’expliquer les mouvements des 
molécules au travers de l’appareil de Golgi (Glick and Luini, 2011). 
Le premier modèle est basé sur un transport vésiculaire des molécules entre les 
citernes qui sont stables (Farquhar and Palade, 1981)(Figure 9, A). Dans ce modèle 
l’appareil de Golgi est une structure relativement statique, dont les enzymes sont 
maintenues en place, tandis que les molécules en transit sont véhiculées au sein de 
vésicules d’une citerne à l’autre. Le flux rétrograde assure la « récupération » des 
protéines échappées prématurément du RE ou d’un sous compartiment de l’appareil 
de Golgi et les rapporte aux compartiments précédents. Les vésicules antérogrades 
comme les vésicules rétrogrades seraient recouvertes de COPI, mais ce manteau 
pourrait contenir des protéines adaptatrices différentes conférant la sélectivité de 
l’entrée des molécules dans les vésicules. Le mouvement des vésicules qui partent 
de chaque citerne et qui vont vers celle qui lui est adjacente serait favorisé par des 
protéines filamenteuses qui restreignent leur mouvement et qui facilite leur fusion 
avec la bonne membrane cible. Une des limites de ce modèle est que les vésicules 
COPI effectueraient uniquement le transport rétrograde dans l’appareil de Golgi 
(Marsh and Howell, 2002). 
Le second modèle est basé sur la maturation des citernes golgiennes (Glick et al., 
1997) (Figure 9, B). Dans ce modèle, l’appareil de Golgi est une structure dynamique 
dans laquelle les citernes elles-mêmes se déplacent au travers du dictyosome. Les 
agrégats tubulo-vésiculaires qui proviennent du RE fusionnent les uns aux autres 
pour devenir le réseau cis-golgien. Celui-ci subit alors une maturation progressive 
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pour devenir une citerne cis, puis une citerne médiane et ainsi de suite. Par 
conséquent, à la face cis d’un dictyosome golgien, de nouvelles citernes se forment 
continuellement puis migrent à travers le Golgi tandis qu’elles maturent. Selon ce 
modèle, la distribution caractéristique des enzymes golgiennes s’explique par un flux 
rétrograde. Les vésicules COPI qui bourgeonnent recueillent continuellement les 
enzymes et les transportent de façon rétrograde dans les citernes précédentes. Une 
citerne cis néoformée recevrait ainsi ses enzymes de la citerne qui lui est antérieure 
et les transmettrait ensuite de façon rétrograde.  
Un troisième modèle qui reprend le modèle de maturation des citernes (Figure 9B) 
décrit en plus des connexions tubulaires entre les citernes qui forment des jonctions 
entre les citernes adjacentes (Glick and Luini, 2011) (Figure 9C). Ces tubules 
seraient, de plus, impliqués dans le trafic antérograde et rétrograde entre le RE et le 
Golgi. Ces connexions tubulaires hétéro-typiques permettraient un trafic antérograde 
rapide des petites molécules et/ou un trafic rétrograde des protéines résidentes du 
Golgi. Ce modèle permet d’expliquer le trafic rapide des petites molécules, mais pas 
des grosses molécules. Il permet également d’expliquer le rôle des jonctions 
tubulaires hétéro-typiques. Néanmoins, la présence de ce type de connexion entre 
les citernes golgiennes comme un évènement fréquent ou rare dans les cellules de 
mammifères est toujours débattue. 
Un nouveau modèle baptisé « modèle de partitionnement rapide » a été proposé 
(Figure 9, D). Dans ce modèle, l’appareil de Golgi opère comme un compartiment 
unique qui contient différents domaines de traitements et d’exports. Les molécules à 
sécréter qui arrivent depuis le RE sont partitionnées entre les deux domaines. Elles 
peuvent alors être adressées à leur destination finale depuis les différents niveaux de 
l’appareil de Golgi et ce de manière aléatoire. Ce modèle a été inspiré par la 
découverte que de multiples molécules à sécréter étaient adressées à la membrane 
plasmique par l’appareil de Golgi avec une vitesse exponentielle (Patterson et al., 
2008). Le concept des différents domaines au sein de l’appareil de Golgi est basé 
sur des études par fluorescence du cheminement golgien de la protéine VSV-G, qui 
est une protéine transmembranaire. Ces expériences ont montré que VSV-G était 
partiellement spatialement séparée des enzymes golgiennes de glycosilation, qui 
sont principalement des protéines transmembranaires (Patterson et al., 2008). Les 
protéines membranaires à sécréter seraient donc séparées des enzymes 
membranaires golgiennes, ce qui implique la présence de différents domaines. Ce 
modèle présente l’avantage d’expliquer le transport des grosses molécules, la 
mobilité des enzymes golgiennes, la présence de connexions hétéro-typiques, le 
rapide transport intra-golgien des petites molécules. Néanmoins, ce modèle présente 
tout de même certaines faiblesses, comme par exemple la supposition que les 
molécules à sécréter soient immédiatement réparties dans l’ensemble de l’appareil 
de Golgi alors que les protéines golgiennes présentent une distribution conservée. 
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Enfin, un dernier modèle repose sur des compartiments stables qui seraient des 
progéniteurs de citernes (Figure 9, E). Dans ce modèle, l’appareil de Golgi est vu 
comme un ensemble de compartiments stables qui sont séparés dans des domaines 
définis par des Rab GTPases (Pfeffer, 2010). Cette idée s’est construite sur des 
études qui ont montré que dans les endosomes les protéines Rab peuvent établir 
des domaines distincts au sein de la membrane et qu’elles peuvent conduire à des 
transformations biochimiques d’un compartiment par un processus appelé 
« conversion de Rab » (échange d’une protéine Rab par une autre, voir Chapitre 
6.3.1). Les protéines Rab peuvent également promouvoir la fusion homotypique des 
endosomes (Rink et al., 2005). Par analogie, un domaine de citerne golgienne 
pourrait subir une conversion de protéine Rab suivie d’une fusion homotypique 
antérograde avec un domaine présentant une protéine Rab correspondante sur une 
citerne antérograde adjacente. Les molécules à sécréter pourraient progresser en 
étant transférées d’une citerne à l’autre de cette manière. Alternativement, un 
domaine Rab pourrait se scinder et former une méga-vésicule qui pourrait aller 
fusionner avec une citerne antérograde. Ce modèle permet de répondre à de 
nombreuses questions sur le transport au sein de l’appareil de Golgi, comme 
l’existence des connexions hétéro-typiques, le trafic rapide des petites molécules ou 
encore le transport de grosses molécules. Néanmoins, il n’a pas été identifié pour 
l’heure de protéines Rab ayant ce rôle au sein de l’appareil de Golgi. Ce modèle 
nécessite donc de plus amples recherches.  
Il existe donc plusieurs modèles pour expliquer le trafic des molécules au sein de 
l’appareil de Golgi. Le modèle de maturation des citernes reste sans doute le mieux 
accepté aujourd’hui (Figure 9B). Néanmoins, certains éléments ne peuvent être 
expliqués par ce modèle. Les nouveaux modèles développés peuvent participer à 
une meilleure compréhension du trafic intra-golgien. 
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Figure 9. Différents modèles de trafic des molécules au sein de l’appareil de Golgi. A. Modèle basé 
sur des citernes stables. B. Modèle basé sur la maturation des citernes. C. Modèle de maturation des 
citernes avec des tubules hétéro-typiques. D. Modèle de partitionnement rapide. E. Modèle de 
compartiments stables comme progéniteurs de citernes (Glick and Luini, 2011). 
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5.1.3.3. Adressage et tri depuis le Golgi 
 
Les faces cis et trans de l’appareil de Golgi sont toutes les deux des sites de tri des 
protéines et des lipides qu’elles adressent à leurs localisations cellulaires 
spécifiques. 
 
5.1.3.3.1. Tri depuis le réseau cis-golgien 
 
Le tri au niveau du réseau cis-golgien est impliqué dans le recyclage et dans le 
transport de différentes molécules vers le RE. La majorité des protéines résidentes 
du RE contiennent à l’extrémité C-terminale une séquence d’aminoacides KDEL 
(Lysine-Acide aspartique-Acide glutamique-Leucine) qui est reconnue par des 
récepteurs présents dans le Golgi. Ces molécules sont alors internalisées dans des 
vésicules COPI et transportées de manière rétrograde vers le RE (Farquhar and 
Palade, 1998). 
 
5.1.3.3.2. Tri depuis le réseau trans-golgien 
 
Le réseau trans-golgien est une station de tri des protéines destinées aux différents 
domaines de la membrane plasmique ou aux compartiments endo-lysosomaux. Pour 
chacune de ces destinations, différents signaux de tri existent. Diverses machineries 
moléculaires vont reconnaître ces signaux et assurer l’incorporation des protéines 
dans les différents itinéraires d’adressages post-golgiens. Les signaux de sortie sont 
contenus dans la partie cytoplasmique des molécules et parfois dans des récepteurs 
spécifiques de ces molécules. Les molécules qui ne possèdent pas de signaux 
d’adressage sont par défaut internalisées dans des vésicules de la voie de sécrétion 
constitutive. Les différentes voies sont détaillées par la suite. 
 
5.1.3.3.3. Adressage aux les lysosomes 
 
Les enzymes lysosomales sont synthétisées dans le RE, puis transportées et 
modifiées au niveau de l’appareil de Golgi. Elles sont triées au niveau du réseau 
trans-golgien pour être adressées aux compartiments endo-lysosomaux par des 
vésicules de transport. Ces dernières incorporent les enzymes lysosomales et 
excluent les autres protéines. Une partie des enzymes lysosomales portent un 
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marqueur sous forme de groupement mannose-6-phosphate (M6P). Ce marqueur est 
reconnu par un récepteur protéique membranaire, le récepteur au mannose-6-
phosphate (M6PR) qui se trouve dans le réseau trans-golgien. Ces récepteurs fixent 
les hydrolases lysosomales du côté luminal de la membrane. Les adaptines 
reconnaissent la portion cytosolique de ces récepteurs et capturent d’autre part les 
molécules de clathrine aboutissant ainsi à la formation de vésicules à manteau de 
clathrine contenant les hydrolases lysosomales (Braulke and Bonifacino, 2009). Les 
mécanismes de transports des enzymes lysosomales impliquent également 
l’adressage à la membrane plasmique qui est décrit plus loin (chapitre 2.3.3.5). Enfin, 
une partie des enzymes lysosomales est sécrétée dans le milieu extracellulaire et va 
être recaptée par les récepteurs M6PR présents à la membrane plasmique (Coutinho 
et al., 2012). Cette propriété est utilisée pour les traitements des maladies 
lysosomales par enzymothérapie ou par thérapie génique. 
 
5.1.3.3.4. Adressage à la membrane plasmique 
 
La plupart des protéines sont transportées directement à la membrane cellulaire par 
la voie de sécrétion constitutive non sélective. Cette voie ne nécessite pas de signal 
particulier et est donc appelée voie par défaut. Dans les cellules non polarisées 
comme les leucocytes ou les fibroblastes, il semble que toutes les protéines de la 
lumière de l’appareil de Golgi soient automatiquement transportées à la surface 
cellulaire par cette voie sauf si elles sont spécifiquement ramenées au RE, 
maintenues sous forme de protéines résidentes dans l’appareil de Golgi ou destinées 
à des voies de sécrétions régulées ou aux lysosomes. Dans les cellules polarisées, 
où les différents produits doivent être apportés dans des domaines distincts de la 
surface cellulaire, les options sont plus complexes (Burgess and Kelly, 1987). 
 
5.1.3.3.5. Adressage à la membrane plasmique dans les cellules 
polarisées 
 
Les cellules polarisées, telles que les neurones, ont deux (parfois plus) domaines 
distincts dans leurs membranes plasmiques vers lesquels les protéines doivent être 
dirigées. Les protéines membranaires destinées à la membrane basolatérale 
(dendrites et soma dans les cellules nerveuses) contiennent des signaux de tri dans 
leurs parties C-terminales. Ces séquences sont soit basées sur des motifs contenant 
des tyrosines (NPXY ou YXX ou Y sont des tyrosines, N une asparagine, X 
représente n’importe quel amino-acide et  est un amino-acide hydrophobe) ou des 
leucines ([DE]XXXL ou DXXLL, ou D est un acide aspartique, E est un acide 
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glutamique, L est une leucine et X n’importe quel acide aminé). Ces séquences ont 
également été identifiées pour des protéines dirigées vers le compartiment endo-
lysosomal. Le fait que les motifs soient communs à ces deux destinations n’est pas 
surprenant puisque la voie indirecte d’adressage aux endo-lysosomes implique un 
intermédiaire qui est la membrane plasmique basolatérale.  
Un autre motif qui participe à l’adressage à la membrane basolatérale est un motif di-
leucine (LL). Ce motif est également impliqué dans l’endocytose. Ces deux 
compartiments sont ciblés par interaction avec des complexes protéiques AP 
(Adaptator protein complex) composés d’adaptines. Alors que le transport vers la 
membrane basolatérale est géré par les complexes protéiques AP-1B, AP-3 et AP-4 
celui du compartiment endo-lysosomal est géré par AP-1A, AP-3 et GGAs (Golgi-
localized gamma ear containing, ADP ribosylation factor binding proteins). Ces 
complexes, hormis AP-4, vont fixer des molécules de clathrine. Le blocage d’AP-1, 
GGA, AP-3 et de la machinerie de bourgeonnement des vésicules de clathrine 
n’affecte pas la sécrétion constitutive, mais interfère avec la livraison normale des 
protéines aux lysosomes (Rodriguez-Boulan and Müsch, 2005).  
Les signaux d’adressage au compartiment apical (ou axonal dans les neurones) 
comprennent des lipides (ancre GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol)), des sucres (N 
et O–glycanes) ou des motifs peptidiques. D’autre part, les protéines N- et/ou O-
glycanées et les glycolipides peuvent être reconnues par des récepteurs lectines 
comme la galectine.  
Un mécanisme non conventionnel du transport apical est l’association avec les 
radeaux lipidiques. De nombreuses protéines ont des affinités pour des 
microdomaines lipidiques assemblés dans le Golgi qui sont ultérieurement adressés 
à la membrane apicale. Ces associations seraient le principal mécanisme permettant 
de ségréger les protéines associées aux radeaux lipidiques. 
La présence de différentes machineries de tri implique que les molécules sont 
activement ségrégées dans différents microdomaines du réseau trans-golgien en 
fonction de leur destination cellulaire finale. Il a été montré que le réseau tubulaire 
qui caractérise le réseau trans-golgien n’émane pas seulement de la dernière citerne 
trans-golgienne. Les tubules peuvent aussi provenir des deux citernes trans-
golgiennes précédentes (Rodriguez-Boulan and Müsch, 2005).  
 
5.1.3.3.6. Mécanismes moléculaires du transport vésiculaire 
 
Les protéines qui entourent les vésicules sont recrutées et assemblées à des sites 
spécifiques de la membrane donneuse par des petites protéines fixant le GTP. Le 
complexe ainsi formé va déformer la membrane et éventuellement permettre la 
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scission de la membrane pour produire une vésicule. La vésicule va se déplacer vers 
le compartiment accepteur soit par diffusion, soit en étant aidée par des moteurs 
cyto-squelettiques. La vésicule est alors attachée à la membrane cible par un 
processus impliquant les golgines. Cet attachement de la vésicule est suivi par le 
désassemblage de la couverture de la vésicule et sa fusion avec la membrane 
receveuse. La fusion est contrôlée par les SNARE (Soluble NSF (N-ethyl-maleimide 
Sensitive Factor) Attachment protein REceptor) qui se trouvent sur les deux 
membranes. Les SNARE présents sur les vésicules (v-SNARE) vont reconnaître 
spécifiquement des SNARE présents sur la membrane cible (t-SNARE) formant ainsi 
un complexe qui va apposer les membranes et favoriser leur fusion (Cai et al., 2007). 
 
5.1.4. La matrice golgienne 
 
L’architecture de l’appareil de Golgi dépend à la fois des microtubules et de protéines 
de la matrice golgienne cytoplasmique. Ces protéines forment un échafaudage entre 
les citernes adjacentes et donnent au dictyosome son intégrité structurale. Les 
protéines qui composent la matrice golgienne ont été identifiées comme des 
membres des familles des golgines et des GRASP (Golgi ReAssembly and Stacking 
Protein).  
Les golgines sont principalement des protéines avec une structure en super-hélice 
(coiled-coil) qui ont parfois une partie ancrée dans la face cytosolique de la 
membrane du Golgi. Les différentes golgines sont localisées dans des régions 
différentes du Golgi. Par exemple la golgine GM130 (Golgi Matrix protein 130) est 
principalement localisée au niveau du cis-Golgi alors que la giantine est associé avec 
le Golgi-median et la golgine 97 avec le trans-Golgi (Barinaga-Rementeria Ramirez 
and Lowe, 2009). Leur différente localisation implique des rôles différents. La plupart 
des golgines sont régulées par des interactions avec de petites GTPases de la 
famille Rab (Barinaga-Rementeria Ramirez and Lowe, 2009). Les protéines Rab 
peuvent réguler la localisation des golgines à la membrane du Golgi et induire des 
changements conformationnels et ainsi moduler leurs activités. Leur structure en 
super-hélice procure aux golgines une architecture fibrillaire. Cette architecture les 
rend très adaptées à des liaisons intermembranaires. Par exemple, il a été montré 
qu’elles retenaient les vésicules de transport golgiennes proches de cet organite, et 
participaient au maintien des piles de citernes (Diao et al., 2003). D’autre part 
certaines golgines ont été impliquées dans les interactions de l’appareil de Golgi 
avec les microtubules et participeraient ainsi à sa localisation subcellulaire (Rivero et 
al., 2009). 
La matrice golgienne est également composée de protéines GRASP. Cette famille de 
protéines régule la formation et le maintien des piles de saccules Golgiens. Chez les 
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vertébrés il existe deux protéines GRASPs qui sont GRASP 65 et 55 (Sütterlin et al., 
2005). Elles sont localisées respectivement aux citernes cis et médiane. Ces 
protéines sont capables de former des homo-oligomères. Les GRASP de deux 
citernes adjacentes pourraient ainsi former des dimères entre les deux citernes et 
ainsi les maintenir proches (Barinaga-Rementeria Ramirez and Lowe, 2009). 
 
5.1.5. Golgi et microtubules 
 
Dans la plupart des cellules de vertébrés, les citernes golgiennes sont connectées et 
forment un dictyosome. Celui-ci est situé à proximité du centrosome, qui est le centre 
organisateur des microtubules dans la cellule. Le centrosome est composé d’une 
paire de centrioles entourée d’un matériel dense aux électrons appelé matrice 
péricentriolaire. Le complexe péricentriolaire de γ-tubuline (γ-TuRSC, γ-Tubuline 
Ring Small Complex) interagit avec la protéine AKAP450 (A Kinase Anchoring 
Protein) et favorise la nucléation des microtubules. L’extrémité « moins » des 
microtubules (capable de décroître rapidement) se situe au niveau du centrosome et 
l’extrémité « plus » (capable de croître rapidement) vers la périphérie des cellules. Il 
a été montré qu’après un traitement de cellules avec une drogue induisant la 
dépolymérisation des microtubules, les piles de Golgi se déconnectaient les unes 
des autres et se dispersaient dans le cytoplasme au niveau des sites de sortie du RE 
(Cole et al., 1996). L’inhibition du moteur moléculaire la dynéine a induit le même 
phénotype dans des cellules HeLa (Palmer et al., 2009). Ces résultats ont montré 
que le réseau de microtubules, ainsi que la dynéine, étaient impliqués dans le 
maintien de la structure de l’appareil Golgi. 
Bien que le centrosome soit le principal centre de nucléation des microtubules, 
l’appareil de Golgi peut également fonctionner comme un centre organisateur des 
microtubules capable de nucléer ceux-ci via un pool de γ-tubulines localisé à son 
niveau (Nakamura, 2010). Il est capable de nucléer des microtubules au niveau du 
cis-Golgi mais aussi au niveau du trans-Golgi. La formation des microtubules au 
niveau du cis-Golgi se fait par un mécanisme impliquant AKAP450. La localisation 
d’AKAP450 au niveau du cis-Golgi est dépendante de GM130. Les microtubules 
nucléés à ce niveau sont importants pour la sécrétion polarisée. Au niveau de trans-
Golgi la formation des microtubules est dépendante des protéines CLASPs [CLIP 
(Cytoplasmic LInker Protein)-ASsociated Proteins)]. Les protéines CLASPs vont 
couvrir les microtubules nucléés dans le cis-Golgi, favoriser leur stabilisation puis 
promouvoir leur polymérisation vers la périphérie des cellules (Efimov et al., 2007). 
Les microtubules provenant du Golgi forment un réseau asymétrique qui est 
préférentiellement orienté vers le front de migration des cellules. Ce réseau est 
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important pour la livraison polarisée depuis le Golgi à cette région de la membrane 
plasmique (Miller et al., 2009). 
En plus de leur rôle dans le trafic polarisé les microtubules nucléés au niveau du 
Golgi via CLASP sont impliqués dans l’assemblage des dictyosomes. Durant la 
formation du Golgi, ils agissent en cherchant et en fixant les saccules de Golgi 
individuels qui sont alors transportés de la périphérie vers le centre cellulaire par un 
trafic sous contrôle de la dynéine le long du réseau de microtubules provenant du 
centrosome. La formation des piles de saccules nécessite deux lots de microtubules 
nucléés de manière indépendante mais agissant de concert. Les microtubules 
formés au Golgi sont également impliqués dans le maintien des piles de saccules, 
probablement en gardant ceux-ci les uns contre les autres pour former des liaisons 
tubulaires (Kodani and Sütterlin, 2009). 
 
5.1.6. La protéine GM130 
 
La protéine GM130 est une protéine de la matrice golgienne. Elle aurait une structure 
en super-hélice (coiled-coil) à l’exception de ses extrémités N et C-terminales 
(Nakamura, 2010). Sa conformation lui confèrerait un aspect en forme de tige qui 
serait approprié à un élément structural ou à un facteur d’ancrage des vésicules. Elle 
est localisée au niveau du cis-Golgi (Nakamura et al., 1995).  
GM130 est impliquée dans de très nombreux processus cellulaires schématisés sur 
la Figure 10 et dont certains rôles sont détaillés ci-après. 
 
Figure 10. Rôles de GM130 (Nakamura, 2010). 
GM130 et GRASP65, avec p115, giantine et rab1 sont impliquées dans l’ancrage des vésicules et 
dans leur fusion (indiqué dans le rectangle en pointillés). GM130 est de plus impliquée dans 
l’organisation du centrosome via ses interactions avec AKAP450/CG-NAP et Tuba. Elle est également 
impliquée dans le contrôle du mouvement cellulaire via YSK1. Par ses interactions avec p115, GM130 
serait impliquée dans la glycosilation. Enfin, par la phosphorylation de GRASP65, GM130 est 
impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire, dans la signalisation cellulaire, le contrôle de la 
croissance cellulaire, dans la polarisation et dans la migration cellulaire.  
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5.1.6.1. GM130 et p115 
 
La protéine p115 est le partenaire protéique le plus important de GM130. p115 est 
impliquée dans le transport du RE vers le Golgi et dans la fusion vésiculaire. 
Elle interagit par sa partie C-terminale avec la partie N-terminale de GM130. Au 
début de la mitose, la région N-terminale de GM130 est phosphorylée par 
cdk1/cyclinB ce qui inhibe les interactions entre GM130 et p115 et aboutit à une 
réduction de la fusion des vésicules COPI avec l’appareil de Golgi et au 
désassemblage de celui-ci durant la mitose (Lowe et al., 2000). La partie C-terminale 
de p115 fixe également la giantine, qui est une protéine golgienne transmembranaire 
possédant une longue partie N-terminale cytoplasmique qui aurait une structure en 
super-hélice. Elle est principalement localisée sur les bords de l’appareil de Golgi, ce 
qui pourrait impliquer un rôle dans la formation des vésicules COPI. La giantine se 
retrouve en grande quantité dans les vésicules COPI, ce qui pourrait impliquer que le 
complexe giantine-p115-GM130 participe à l’ancrage des vésicules aux citernes 
golgiennes et pourrait ainsi faciliter la fusion des vésicules durant le transport inter-
citerne (Figure 11) (Nakamura, 2010). De plus, p115 interagit avec la syntaxine 5 
(une t-SNARE) et avec son partenaire GOS28 (une v-SNARE) et favoriserait la 
formation du complexe SNAREpin (complexe de t-SNARE et v-SNARE) et ainsi la 
fusion vésiculaire (Shorter et al., 2002). Il a été montré que la syntaxine 5 se fixait 
aussi à G130 mais que cette fixation était inhibée par la fixation de p115 à GM130 
(Diao et al., 2008). La syntaxine 5 pourrait ainsi être transférée de GM130 à p115 
après la formation du complexe d’ancrage. 
 
 
Figure 11. Interaction de la protéine GM130 avec ses partenaires protéiques et implication dans la 
fusion des vésicules (Nakamura, 2010). L’ancrage des vésicules facilite la formation du complexe 
SNAREpin et la fusion. A gauche, la vésicule est ancrée à la membrane cible d’une citerne golgienne 
par la formation d’un complexe tertiaire entre la giantin, GM130 et p115. Au milieu à gauche, la v-
SNARE (GOS28) fixe p115 alors que la t-SNARE (syntaxine 5) fixe GM130. Au milieu à droite, la 
tSNARE (syntaxine) est transférée à p115. A droite, p115 facilite la formation du complexe SNAREpin 
et la fusion qui s’en suit. 
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5.1.6.2. GM130 et GRASP65 
 
C’est le second partenaire protéique de GM130. C’est une protéine membranaire 
impliquée dans l’empilage des citernes. Elle est concentrée au côté cis de l’appareil 
de Golgi et dans l’espace inter-citerne. Elle forme un homo-oligomère à la membrane 
golgienne. Elle permettrait ainsi d’accrocher deux citernes adjacentes et favoriserait 
ainsi la formation de la pile de saccules (Wang et al., 2003). La partie C-terminale de 
GRASP65 est phosphorylée durant la mitose par cdk1/cyclinB ce qui inhibe l’oligo-
dimérisation de GRASP65 et favorise le désassemblage des piles de saccules. 
GRASP65 serait le récepteur de GM130 à la membrane golgienne (Yoshimura et al., 
2001) et les deux protéines coopèreraient pour maintenir la structure de l’appareil de 
Golgi. 
 
5.1.6.3. GM130 et Rab GTPases 
 
Les protéines Rab GTPases sont des protéines de la famille des petites GTPases et 
sont impliquées dans le contrôle de diverses étapes du transport vésiculaire et en 
particulier, dans l’ancrage et dans la fusion. Plus de 60 protéines Rab ont été 
décrites. Deux protéines Rab (Rab1 et Rab33b) sont capables de fixer GM130 et de 
réguler l’ancrage des vésicules en provenance du RE (Nakamura, 2010). Néanmoins 
leur rôle précis reste à définir. Il a été montré que la fixation de Rab1 à GM130 était 
inhibée par la fixation de p115 à GM130 mais que Rab1 était également capable de 
fixer p115. Une hypothèse est que Rab1 régulerait la fixation de p115 et de GM130 
et contrôlerait ainsi la fusion des vésicules (Nakamura, 2010). 
 
5.1.6.4. Autres fonctions de GM130  
 
La protéine GM130 serait également impliquée, en association avec d’autres 
partenaires, dans la division cellulaire, la polarisation et dans la migration cellulaire 
dirigée, ainsi que dans l’organisation du centrosome (Figure 10).  
Il a été montré que GM130 se fixait à YSK1 (Yeast Sps1/Ste20–related Kinase 1), 
qui est l’homologue mammifère de la kinase Ste20 de levure, et l’activait. Cette 
kinase est impliquée dans la transduction des signaux et dans le mouvement 
cellulaire (Preisinger et al., 2004). Suite à son activation, YSK1 activée phosphoryle 
son substrat 14-3-3ζ qui est un activateur des RhoGTPases Rac1 et Cdc42 
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(Bialkowska et al., 2003). Ces deux RhoGTPases sont impliquées dans la 
polarisation et dans la migration des cellules (Watanabe et al., 2004).  
Il a également été montré que les interactions entre GM130 et YSK1 sont 
importantes pour la polarisation des neurones et dans l’établissement d’un seul 
axone et de multiples dendrites (Matsuki et al., 2010). GM130 et YSK1 sont 
impliquées dans une voie de signalisation qui comprend également la kinase LKB1 
et qui régule l’initiation de l’axone.  
GM130 contrôlerait l’organisation du centrosome en fixant la protéine Tuba qui est 
une GEF de cdc42. Il a été montré que GM130 pouvait également recruter AKAP450 
qui interagit avec le complexe de γ-tubuline de l’appareil de Golgi et allonge des 
microtubules depuis celui-ci. Comme décrit dans le paragraphe 5.5, les microtubules 
ont un rôle dans la formation des dictyosomes du Golgi et établissent également la 
polarité et la migration dirigée des cellules (Lowe et al., 2000; Kodani et al., 2009). 
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5.2. La voie endo-lysosomale  
 
5.2.1. Introduction 
 
La première étape de la voie endo-lysosomale est la formation de vésicules 
d’endocytose. Ces vésicules formées à la membrane plasmique vont fusionner avec 
des endosomes précoces. A ce stade, les molécules peuvent soit être recyclées vers 
la membrane plasmique, soit être dirigées vers le système de dégradation en étant 
adressées aux endosomes tardifs puis aux lysosomes.  
La majorité des molécules internalisées par endocytose sont recyclées à la 
membrane plasmique par les endosomes précoces. Le transport au lysosome est 
limité à une faible portion des fluides et des composants membranaires internalisés.  
Les endosomes tardifs vont assurer les premières étapes de la dégradation des 
molécules. Ils fonctionnent également comme intermédiaires entre le réseau trans-
golgien et le lysosome, car c’est aux endosomes tardifs qu’est adressée la plupart 
des protéines lysosomales nouvellement synthétisées (Figure 12). 
D’autre part, le cytosol peut être inclus parmi les éléments essentiels de cette voie 
puisqu’il fournit un ensemble de composants moléculaires qui interagissent 
transitoirement au niveau de la face cytosolique de la membrane endosomale. Ces 
constituants supportent, régulent et définissent la voie de recyclage ou de 
dégradation (Huotari and Helenius, 2011).  
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Figure 12. Voie endo-lysosomale (Huotari and Helenius, 2011). 
Les vésicules d’endocytose vont délivrer leur contenu et leurs membranes aux endosomes précoces à 
la périphérie du cytoplasme. Après environ 10 à 15 minutes durant lesquelles les endosomes 
précoces accumulent le contenu et les membranes de vésicules endosomales et recyclent une partie 
de ces composants, la conversion des endosomes précoces en endosomes tardifs se produit. Lors de 
cette transition, les endosomes migrent le long des microtubules. Les endosomes tardifs se forment 
depuis la partie vacuolaire des endosomes précoces. Ils contiennent une sélection des molécules 
endocytées, de plus ils récupèrent en route les hydrolases lysosomales nouvellement synthétisées. 
Par la suite, les endosomes tardifs réalisent des fusions homotypiques, grossissent et accumulent des 
vésicules intraluminales. Ils vont continuer le processus de maturation pour aller fusionner avec les 
lysosomes. La fusion d’un endosome tardif avec un lysosome donne naissance à un organite hybride 
temporaire : l’endolysosome au sein duquel se déroule la dégradation. Par la suite, l’endolysosome 
est converti en un lysosome classique. 
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5.2.2. Les endosomes précoces (EE, early endosomes) 
 
Les endosomes précoces ont été initialement définis comme étant le compartiment 
recevant les fluides et les molécules entrants (Helenius et al., 1983). Ils sont 
aujourd’hui décrits comme étant la principale station de tri de la voie d’endocytose 
(recyclage ou dégradation) des molécules internalisées. Leur formation n’est pas 
complètement élucidée, mais leur membrane et leur volume sont essentiellement 
dérivés des vésicules d’endocytose. Ils sont hétérogènes en termes de morphologie, 
de localisation, de composition et de fonction.  
Les endosomes précoces ont des structures associant des domaines tubulaires et 
vésiculaires. Les domaines tubulaires contiennent l’essentiel de la surface 
membranaire des endosomes précoces. Ils assurent le tri des molécules à recycler. 
Leur membrane contient une mosaïque de sous-domaines qui varient dans leur 
composition et dans leur fonction. Ce sont ces sous-domaines qui vont assurer le tri 
des protéines et générer les transporteurs vésiculaires ciblant différents organites 
cellulaires comme la membrane plasmique et le réseau trans-golgien via les 
endosomes de recyclage. Les domaines vésiculaires contiennent l’essentiel des 
fluides internalisés. Ils vont assurer le tri des molécules destinées au compartiment 
lysosomal : protéines lysosomales nouvellement synthétisées et molécules à 
dégrader. Par ailleurs, c’est au sein de ces domaines que vont se former des 
vésicules intraluminales. Ces vésicules sont considérées comme facilitant la 
dégradation des protéines membranaires ubiquitinilées dans le lysosome ainsi que 
celle des lipides, sans doute en augmentant la surface membranaire en contact avec 
les enzymes lysosomales.  
Les échanges avec le réseau trans-golgien sont bi-directionnels. Ils se font en 
continu au niveau des endosomes précoces, des endosomes tardifs et même peut 
être après la fusion des endosomes avec le lysosome. Ce processus est responsable 
de la livraison des hydrolases au lysosome. L’arrivée de ces enzymes au sein de 
l’endosome précoce lui confère une première identité de dégradation, même si son 
pH n’est que légèrement acide (de l’ordre de 6).  
Les endosomes précoces présentent un certain nombre de marqueurs moléculaires 
qui les différencient des endosomes tardifs. Ils sont par exemple porteurs des 
protéines Rab5 et EEA1. Rab5 est une GTPase qui régule de nombreux processus 
de la voie d’endocytose. Elle régule la fusion des vésicules d’endocytose avec les 
endosomes précoces, la fusion homotypique des endosomes précoces et est 
impliquée dans le processus de maturation en endosomes tardifs (Jovic et al., 2010). 
EEA1 est un effecteur de Rab5 impliqué dans la fusion homotypique des endosomes 
précoces. C’est le marqueur le plus utilisé d‘identification des endosomes précoces 
(Jovic et al., 2010). 
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5.2.3. Les endosomes tardifs 
 
5.2.3.1. Formation 
 
Les endosomes tardifs se forment à partir des domaines vésiculaires des endosomes 
précoces qui se séparent de la partie tubulaire. Cette scission est précédée par le 
remplacement de la protéine Rab5 présente à la membrane de l’endosome précoce 
par Rab7 (conversion de Rab) avec un passage par un endosome hybride exprimant 
à la fois Rab5 et Rab7. Cet échange est contrôlé par un complexe protéique HOPS 
(HOmotypic fusion and vacuole Protein Sorting complex) qui interagit avec Rab5 liée 
au GTP. Ce complexe contient la protéine VPS39 (Vacuolar Protein Sorting 39) qui 
possède une activité de facteur d’échange de nucléotides guanyliques (GEF pour 
Guanine nucleotide Exchange Factor) pour Rab7. Le mécanisme aboutissant au 
remplacement de Rab5 par Rab7 sur les endosomes se ferait par l’activation et le 
recrutement de Rab7 par Rab5-GTP via le complexe HOPS jusqu’à un niveau seuil 
de Rab7 activée à partir duquel un rétrocontrôle négatif s’enclenche. Ce rétrocontrôle 
impliquerait une protéine d’activation de la GTPase (GAP pour GTPase activation 
protein) pour Rab5 qui inactiverait Rab5 par hydrolyse du GTP. Une fois inactive, 
Rab5-GDP se dissocierait alors de ces effecteurs et donc de l’endosome qui 
n’exprimerait plus que Rab7 (Rink et al., 2005; Stenmark, 2009). 
La manière dont la partie vésiculaire se dissocie du reste de l’endosome n’est pas 
clairement établie, mais il semble que ce soit par un mécanisme de fission soutenu 
par des moteurs moléculaires (la dynamine) associés aux microtubules (Huotari and 
Helenius, 2011). 
Une fois cette partie vésiculaire décrochée de l’endosome précoce, elle migrerait le 
long des microtubules vers l’intérieur des cellules. Ces endosomes en migration 
renferment de grandes quantités de vésicules intraluminales et de membranes 
invaginées. La formation des endosomes tardifs à partir de ces vésicules n’est pas 
totalement élucidée. Deux hypothèses existent. Dans la première, les vésicules 
fusionneraient directement avec des endosomes tardifs stables. Dans la seconde, les 
vésicules fusionneraient entre elles pour devenir des endosomes tardifs (Huotari and 
Helenius, 2011). 
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5.2.3.2. Rôle des endosomes tardifs 
 
Les endosomes tardifs fonctionnent à la fois comme intermédiaires dans la voie de 
recyclage de molécules et comme intermédiaires dans le transport des composants 
du lysosome depuis le réseau trans-golgien. Ils participent au maintien, à la 
diversification et à l’expansion des systèmes de recyclage et de dégradation.  
Ils contiennent peu de protéines destinées à être recyclées. Par contre ils 
contiennent un niveau élevé de molécules destinées aux lysosomes, qui sont soit de 
nouvelles protéines lysosomales (hydrolases, protéines membranaires) soit des 
molécules destinées à être dégradées. Enfin, ils contiennent plus de vésicules 
internes que les endosomes précoces et sont souvent décrits comme des corps 
multivésiculaires. 
 Ils sont typiquement ronds ou ovales et contiennent des protéines qui les 
différencient des endosomes précoces comme Rab7 et Rab11. Leur membrane 
contient des protéines lysosomales comme les protéines LAMPs (Lysosomal 
Associated Membrane Protein) et leur lumen contient des hydrolases acides. Leur 
pH est plus acide que celui des endosomes précoces, il est compris entre 5 et 6 
(Huotari and Helenius, 2011).  
 
5.2.3.3. Fusion avec le lysosome 
 
La livraison du matériel contenu dans les endosomes tardifs aux lysosomes demeure 
mécanistiquement incomplètement comprise et différentes théories ont été 
proposées (Figure 13). Elles incluent 1) la maturation des endosomes tardifs en 
lysosomes, 2) le transport vésiculaire depuis les endosomes vers les lysosomes, 3) 
des fusions transitoires (modèle dit du « kiss-and-run ») entre les lysosomes et les 
endosomes durant lesquels du matériel est transféré, 4) la fusion de l’endosome et 
du lysosome en un organite hybride et 5) la fusion-fission qui est une variante de la 
fusion directe et de la fusion transitoire dans lequel le lysosome se reforme à partir 
de l’organite hybride par fission (Luzio et al., 2007). Il semble toutefois que les 
échanges de matériel entre les endosomes et les lysosomes nécessitent un contact 
direct entre les deux organites et ne soient pas assurés par l’intermédiaire de 
vésicules (Huotari and Helenius, 2011). Des études utilisant la microscopie confocale 
sur cellules vivantes soutiennent à la fois le modèle de fusion transitoire (« kiss-and-
run ») et le modèle de la fusion permanente. La fusion transitoire précèderait la 
fusion permanente des organites. De plus, des échanges de matériel entre les 
organites pourraient se faire via des tubules formés entre les endosomes tardifs et le 
lysosome (Bright et al., 2005). 
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Figure 13. Fusion endo-lysosomale (Luzio et al., 2007).  
Les endosomes tardifs vont délivrer leur contenu au lysosome pour qu’il soit dégradé. Différents 
modèles existent pour expliquer comment se fait cette livraison. Dans le premier modèle (maturation), 
les endosomes tardifs deviennent des lysosomes par un apport continu de composants lysosomiaux 
et par une disparition/récupération des composants de l’endosome. Dans le second modèle 
(vésiculaire), des vésicules bourgeonnent, depuis l’endosome tardif, qui vont apporter les molécules à 
dégrader au lysosome. Dans le troisième modèle (fusion transitoire), l’endosome tardif peut fusionner 
de manière transitoire et échanger une partie de son contenu avec le lysosome avant de se séparer 
puis de recommencer. Dans le dernier modèle, l’endosome et le lysosome peuvent fusionner pour 
former un hybride qui contient à la fois des composants du lysosome et de l’endosome. Par la suite, le 
lysosome se reforme par une exclusion sélective des composants de l’endosome.  
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5.2.4. Le lysosome  
 
5.2.4.1. Généralités 
 
Les lysosomes sont des compartiments cellulaires séparés du cytoplasme par une 
membrane. Ils sont présents dans toutes les cellules eucaryotes. Ces organelles 
contiennent des hydrolases acides qui sont responsables de la dégradation des 
macromolécules. Les lysosomes se distinguent des endosomes par l’absence de 
récepteur au mannose-6-phosphate (M6PR) à leur surface. Ils ont été découverts en 
1955 (De Duve et al., 1955) par des techniques de fractionnement, lors d’études sur 
la répartition des enzymes intracellulaires. La microscopie électronique a par la suite 
permis de mieux caractériser ces organelles. Elle a permis de savoir que les 
lysosomes constituent plus de 5% du volume intracellulaire et qu’ils ont des tailles, 
des morphologies et des contenus hétérogènes. Les lysosomes sont le compartiment 
terminal de dégradation de la voie d’endocytose. Ils sont également impliqués dans 
la dégradation de matériel cellulaire durant l’autophagie (Luzio et al., 2007). 
 
5.2.4.2. Fonctionnement 
 
Ils contiennent 40 types d’hydrolases acides dont des protéases, des nucléases, des 
glycosidases, des lipases, des phospholipases, des phosphatases et des sulfatases. 
Pour que ces enzymes aient une efficacité optimale, elles nécessitent un 
environnement acide. Le pH du lysosome est maintenu entre 4.6 et 5 par des 
pompes ATPases présentes à la membrane. Cette nécessité d’un pH acide permet 
aux cellules d’être protégées des protéases puisque même en cas de rupture de la 
membrane du lysosome, les enzymes se retrouveraient dans le cytoplasme à un pH 
de 7.2 et leurs capacités de dégradation seraient limitées. La livraison des 
hydrolases acides aux lysosomes se fait après leur marquage dans le cis-Golgi avec 
un mannose-6-phosphate et leur fixation au récepteur de mannose-6-phosphate 
(M6PR) dans le réseau trans-golgien. Les hydrolases liées au M6PR sont alors 
délivrées aux endosomes tardifs, où l’acidité va provoquer leur dissociation du 
récepteur. Le récepteur est recyclé vers le réseau trans-golgien alors que les 
hydrolases sont dirigées vers le lysosome. Les protéines membranaires lysosomales 
nouvellement synthétisées ne nécessitent pas la fixation au M6PR pour transiter du 
réseau trans-golgien aux lysosomes. Elles peuvent être acheminées indirectement 
via la membrane plasmique ou directement en intracellulaire (Luzio et al., 2007). 
Le transport des protéines destinées à la dégradation dans les lysosomes permet 
d’obtenir les produits de la digestion finale des macromolécules comme les acides 
- 83 - 
 
aminés, les sucres ou les nucléotides. Ces produits peuvent alors être transportés 
dans le cytosol où ils peuvent être réutilisés ou être excrétés par la cellule.  
Le pH acide du lysosome nécessaire au fonctionnement des hydrolases est 
maintenu par une pompe à proton (H+) située dans la membrane du lysosome. Elle 
utilise l’énergie produite par l’hydrolyse de l’ATP pour faire entrer les ions H+ dans le 
lysosome. La plupart des protéines de la membrane lysosomale sont très fortement 
glycosylées ce qui les protège de l’action des protéases lysosomales. 
Les lysosomes présentent une grande diversité morphologique. Cette diversité 
reflète la grande variété des fonctions digestives qu’ils assurent : destruction des 
débris intra et extracellulaires, destruction de micro-organismes phagocytés et 
production de nutriments. Pour toutes ces raisons, les lysosomes sont parfois vus 
comme une collection hétérogène d’organelles distinctes qui ont comme 
caractéristique commune une grande concentration d’enzymes hydrolytiques (Luzio 
et al., 2007).  
 
5.2.4.3. Voies de dégradation 
 
Les lysosomes sont un point de convergence de plusieurs voies de trafic 
intracellulaire. Les enzymes de digestions sont acheminées au lysosome par une 
route partant du RE, passant par l’appareil de Golgi, puis par les endosomes. Les 
substances devant être digérées peuvent suivre différentes voies en fonction de 
leurs origines.  
La mieux étudiée de ces trois voies de dégradation dans le lysosome est celle qui 
suit l’endocytose des macromolécules du milieu extracellulaire détaillée 
précédemment. Les molécules endocytées sont initialement délivrées par des 
vésicules aux endosomes précoces. Quelques unes de ces molécules internalisées 
sont sélectivement redirigées et recyclées vers la membrane plasmique alors que les 
autres passent dans les endosomes tardifs. C’est là que le matériel endocyté 
rencontre pour la première fois les hydrolases lysosomales qui sont délivrées à 
l’endosome en provenance de l’appareil de Golgi. L’intérieur de l’endosome a un pH 
moyennement acide (pH~6) et c’est un lieu où débute la digestion des molécules 
endocytées. La formation des lysosomes matures à partir des endosomes tardifs 
s’accompagne d’une diminution du pH interne. Les lysosomes se formeraient par un 
processus de maturation progressif durant lequel les protéines de la membrane 
endosomale sont progressivement redirigées par des vésicules vers les endosomes 
ou vers le réseau trans-golgien depuis le lysosome en développement. 
Une seconde voie de dégradation impliquant le lysosome, utilisée dans tous les 
types cellulaires pour disposer du matériel cellulaire obsolète, est un processus 
- 84 - 
 
appelé autophagie. Dans les cellules du foie par exemple, les mitochondries ont une 
demi-vie d’environ dix jours et des images de microscopie électronique de cellules 
normales montrent que les lysosomes contiennent des mitochondries en cours de 
digestion ainsi que d’autres organelles. Ce processus commence par l’enfermement 
des organelles dans des membranes créant ainsi un autophagosome qui fusionne 
ensuite avec un lysosome (ou avec un endosome tardif). Ce processus est fortement 
régulé dans les cellules et les composants cellulaires à éliminer doivent être en 
quelque sorte marqués pour une destruction par le lysosome. Par exemple pour la 
l’autophagie des mitochondries, celles-ci doivent être marquées par la protéine 
BNIP3L (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like)/Nix 
(Wirawan et al., 2012).  
La troisième voie de dégradation se produit dans des cellules spécialisées. Il s’agit 
de la phagocytose. Les cellules (macrophages ou neutrophiles) vont endocyter des 
microorganismes dans un phagosome qui fusionnera par la suite avec les lysosomes 
afin de digérer les objets phagocytés. 
Après la fusion du lysosome avec un autre organite qui donne naissance à un 
hybride, le lysosome pourrait se reformer. 
  
5.2.4.4. Conclusion 
 
La voie endo-lysosomale est particulièrement importante pour le fonctionnement 
normal des cellules. Sa dérégulation est associée avec de nombreuses pathologies. 
A côté des maladies lysosomales qui ont été décrites au Chapitre 2, un certain 
nombre d’éléments indiquent que les lysosomes sont également impliqués dans les 
cancers (Fehrenbacher and Jäättelä, 2005), dans les maladies auto-immunes (De 
Carvalho Bittencourt et al., 2005), dans l’arthrite (Salminen-Mankonen et al., 2007), 
ou dans la maladie d’Alzheimer (Nixon and Cataldo, 2006). 
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6. Les cellules souches pluripotentes induites. 
 
6.1. Les cellules souches – définition 
 
Les cellules souches sont définies par deux caractéristiques principales. La première 
est leur capacité à s’auto-renouveler, c’est à dire que les cellules souches ont 
théoriquement la capacité de se diviser de manière illimitée et ce physiologiquement 
contrairement aux cellules cancéreuses qui acquièrent cette propriété au cours d’un 
processus pathologique. Ce mécanisme implique que les cellules souches se 
divisent de façon à donner au moins une cellule fille identique à la cellule d’origine 
c'est-à-dire en conservant les propriétés génétiques et épigénétiques de la cellule 
mère. La seconde caractéristique des cellules souches est leur capacité à former des 
cellules spécialisées par un processus de différenciation. Leur potentiel de 
différenciation est généralement utilisé afin de définir différents types de cellules 
souches. 
Il existe donc différentes catégories de cellules souches (Figure 14). Celles qui ont la 
plus grande capacité de différenciation sont dites totipotentes. Ce sont les cellules 
qui sont capables de produire tous les lignages embryonnaires (endoderme, 
mésoderme et ectoderme) ainsi que les lignages extra-embryonnaires (placenta et 
cordon ombilical). Ces cellules ne sont présentes que lors des tout premiers stades 
du développement et elles correspondent au zygote ou aux cellules de la morula. 
Les cellules dites pluripotentes sont capables de produire l’ensemble des lignages 
embryonnaires, y compris les lignées germinales, mais pas les annexes extra-
embryonnaires. Ce sont typiquement les cellules souches embryonnaires qui sont 
isolées à partir de la masse cellulaire interne du blastocyste.  
Ces deux types de cellules souches totipotentes et pluripotentes sont capables de 
générer l’ensemble des cellules d’un organisme, plus de 200 types différents chez 
l’homme. Mais cet important potentiel de différenciation est rapidement restreint au 
cours du développement.  
Les cellules souches présentes chez l’embryon après le stade de blastocyste, chez 
le fœtus ou chez l’adulte sont capables de s’auto-renouveler, mais elles sont déjà 
engagées dans une voie de différenciation. Chez l’adulte, ces cellules constituent un 
réservoir permettant de renouveler un tissu, ou de le réparer après une lésion. Chez 
le fœtus, elles participent à l’organogénèse et sont déjà orientées. Ces cellules sont, 
en général, dites multipotentes lorsqu’elles sont capables de produire au moins 
quatre progénies cellulaires distinctes. Les termes unis, bi ou tripotentes sont parfois 
utilisés pour définir des cellules souches présentant des capacités de différenciation 
restreintes à une, deux ou trois progénies cellulaires. Parmi les cellules multipotentes 
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on peut citer les cellules souches mésenchymateuses ou les cellules souches 
hématopoïétiques chez l’adulte, et les cellules de la crête neurale chez l’embryon ou 
encore les cellules de la zone sous ventriculaire (ZSV). Par exemple, les cellules de 
la ZSV qui sont présentent chez l’adulte sont capables in vitro de former des 
neurones, des astrocytes ou des oligodendrocytes (Reynolds and Weiss, 1992). Un 
point important est que ces cellules multipotentes sont déjà engagées dans une voie 
de différenciation au sein de l’un des trois feuillets embryonnaires et qu’elles restent 
dans cette voie. 
D’autres cellules souches ont des capacités de différenciation plus restreintes, c'est-
à-dire capables de donner deux ou trois progénies cellulaires. C’est par exemple le 
cas des cellules souches chondro-ostéogéniques de la moelle osseuse ou des 
cellules souches du bulbe folliculaire du cheveu. Enfin, certaines cellules souches 
sont appelées unipotentes, celles-ci ne sont capables de former qu’un seul type de 
cellules spécialisées. C’est le cas par exemple des cellules satellites du muscle 
squelettique qui permettent la régénération partielle du muscle ou encore des 
cellules de l’épithélium basal de la muqueuse intestinale responsables de l’auto-
renouvellement rapide du tissu tapissant le tube digestif. 
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Figure 14. Les différents types de cellules souches et leur capacité de différenciation (adapté de 
http://svt.ac-dijon.fr). Les cellules totipotentes ne sont présentes qu’aux tout premiers stades du 
développement (du zygote à la morula). Dès le stade blastocyste, les cellules ont commencé à perdre 
un peu de leur capacité de différenciation. C’est à ce stade que sont isolées les cellules de la masse 
interne qui vont donner les cellules ES. Ces cellules sont pluripotentes. Au cours du développement, 
la capacité de différenciation des cellules se restreint encore. Chez les fœtus comme chez l’adulte, on 
trouve des cellules multipotentes mais plus pluripotentes. 
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6.2. Les cellules souches embryonnaires (cellules ES) 
 
6.2.1. Historique et contexte 
 
Les premières lignées de cellules ES ont été établies chez la souris. Elles ont été 
dérivées de la masse cellulaire interne de l’embryon au stade blastocyste (Evans and 
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Elles sont communément utilisées pour générer des 
lignées de souris génétiquement modifiées et pour étudier le développement des 
mammifères.  
La première lignée humaine a été établie en 1998 (Thomson et al., 1998) et a tout de 
suite suscité de nombreux espoirs en termes d’applications biologiques et médicales. 
Depuis 1998, la recherche sur ces cellules n’a cessé de se développer notamment 
en raison de leur potentiel thérapeutique et de leur intérêt en recherche en biologie 
du développement.  
Néanmoins, les problèmes éthiques soulevés par l’utilisation expérimentale de ces 
cellules ont fait que de nombreux pays ont mis en place des législations limitant voire 
interdisant l’exploitation en recherche de ces cellules. En France, ce n’est qu’en 2004 
que quelques équipes ont pu bénéficier de dérogations afin de pouvoir travailler avec 
ces cellules. Aujourd’hui, la recherche sur ces cellules reste interdite en France, sauf 
dérogation et uniquement « lorsqu’elles sont susceptibles de permettre des progrès 
thérapeutiques majeurs et à la condition que ces recherches ne puissent être 
poursuivies par une méthode alternative d’efficacité comparable, en l’état des 
connaissances scientifiques » (Loi de bioéthique du 7 juillet 2011). 
Cette législation très contraignante limite fortement la possibilité d’utiliser ces cellules 
dans le cadre de projets de recherche. 
 
6.2.2. Comparaison des cellules ES murines et humaines 
 
6.2.2.1. Caractéristiques moléculaires 
 
Les cellules ES murines et humaines partagent de nombreuses caractéristiques. 
Elles présentent toutes les deux de fortes activités de certaines enzymes comme 
celle de la phosphatase alcaline et de la télomérase. De nombreux marqueurs ont pu 
être définis afin de caractériser les cellules ES. Ces marqueurs peuvent être des 
molécules de surface ou des protéines impliquées dans le maintien de la 
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pluripotence des cellules. Ces marqueurs sont exprimés dans la masse cellulaire 
interne du blastocyte ainsi que dans les cellules ES. Mais certains d’entre eux 
peuvent être ré-exprimés au cours du développement dans d’autres types cellulaires. 
Néanmoins ils permettent de bien caractériser les cellules ES. Bien que les cellules 
murines et humaines partagent l’expression de nombre de ces marqueurs, certains 
sont spécifiques d’espèce.  
 
6.2.2.2. Marqueurs de surface  
 
Depuis l’isolement des cellules ES murines, de nombreux marqueurs membranaires 
ont pu être identifiés. Ils permettent de distinguer les cellules ES d’autres types 
cellulaires comme les cellules différenciées qu’elles peuvent former.  
Parmi les marqueurs fréquemment utilisés pour identifier les cellules ES murines on 
peut citer le glycolipide SSEA-1 (Stage-Specific Embryonic Antigen-1) ainsi que 
diverses protéines comme l’ostéopontine, ou le CD9 (voir Tableau 4). Le glycolipide 
SSEA-1 est retrouvé sur la membrane des cellules de la masse cellulaire interne du 
blastocyste de souris et jouerait un rôle dans l’adhésion cellule-cellule (Koestenbauer 
et al., 2006). Il est sans doute le marqueur membranaire le plus utilisé. Une autre 
protéine fortement exprimée dans les cellules ES est l’ostéopontine. Cette protéine 
est également exprimée dans le tissu osseux. L’expression de l’ostéopontine est 
détectée dans les cellules de la masse cellulaire interne du blastocyste, puis diminue 
lorsque les cellules commencent à se différencier (Koestenbauer et al., 2006). Il a été 
montré que le gène codant cette protéine était l’une des cibles des facteurs de 
transcription OCT4 (Octamer-Binding Transcription factor 4) et SOX2 (SRY-Sex 
determining region Y-box2) qui sont particulièrement importants dans le maintien de 
la pluripotence des cellules ES. Cette protéine serait impliquée dans l’adhérence et 
la migration des cellules (Koestenbauer et al., 2006). 
Alors que les cellules ES murines expriment le glycolipide SSEA-1 à leur membrane, 
les ES humaines ne l’expriment pas et expriment les glycolipides SSEA-3 et SSEA-4. 
Chez l’homme SSEA-1 est un marqueur associé à la différenciation trophoblastique. 
Les molécules SSEA-3 et SSEA-4 sont exprimées par les cellules de la masse 
cellulaire interne du blastocyste humain mais leurs fonctions restent indéterminées. 
L’expression de ces marqueurs est détectée chez la souris (mais à des stades plus 
précoces que chez l’homme) sur les ovocytes non fécondées et chez l’embryon 
durant les premières divisions.  
D’autres marqueurs ont été détectés à la surface des cellules ES humaines et 
notamment, les antigènes TRA-1-60 et TRA-1-81 (Tumor Rejection Antigen). Ces 
marqueurs sont des kératanes sulfates associés à la membrane de la cellule 
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(Badcock et al., 1999). Ils sont exprimés dans la masse cellulaire interne du 
blastocyste. Leurs fonctions restent mal connues. Les anticorps dirigés contre TRA-
1-60 et TRA-1-81 ne marquent pas les cellules ES murines. Il n’est pas clairement 
défini si cette absence de marquage est due à l’absence de ces protéoglycanes à la 
surface cellulaire, ou si les anticorps présentent une spécificité d’espèce (Friel et al., 
2005; Koestenbauer et al., 2006). Les cellules ES humaines expriment également 
d’autres marqueurs comme le CD9, GTCM2 ou l’ostéopontine (voir Tableau 4). 
 
6.2.2.3. Facteurs de transcription 
 
De nombreux facteurs de transcription sont exprimés par les cellules ES murines et 
humaines tels que Oct4, Sox2, Nanog, Rex1, FoxD3 ou encore Crypto (voir Tableau 
4) (Friel et al., 2005; Koestenbauer et al., 2006).  
Le facteur de transcription Oct4 (Oct3/4, Oct3 ou POU5f1) est l’un des plus utilisé 
afin d’identifier les cellules ES, notamment car c’est l’un des facteurs de transcription 
les plus important dans le maintien de la pluripotence des cellules (Friel et al., 2005). 
Cette protéine fait partie de la famille des facteurs de transcription POU. Oct4 
influence de nombreux gènes exprimés au cours du développement comme Sox2, 
Fgf4, Rex1, hCG et Utf1. Son expression durant le développement débute au stade 4 
à 8 cellules. Par la suite, il est exprimé par les cellules de la masse cellulaire interne 
puis dans les cellules de la lignée germinale (Koestenbauer et al., 2006). 
Un autre facteur de transcription très important pour le maintien de la pluripotence 
des cellules ES est SOX2. Le gène de SOX2 fait partie de la famille des gènes SOY 
(Sry related HMG box containing). Cette famille de gènes contient un domaine HMG 
permettant des interactions avec les domaines POU. Il est exprimé dans les cellules 
des embryons murins aux stades préimplantatoires et dans les cellules ES murines. 
Plus tard dans le développement, SOX2 est co-exprimé avec Oct4 dans les cellules 
germinales. Les facteurs de transcription SOX2 et Oct4 agissent de manière 
synergique. Suivant les cas, SOX2 va favoriser ou réprimer l’expression de gènes 
contrôlés par Oct4. Par exemple, dans le cas de l’ostéopontine, il a été montré que 
SOX2 réprimait la transactivation du gène de l’osteopontine par Oct4 alors que dans 
le cas du Fgf4, SOX2 favorisait la transactivation du gène Fgf4 par Oct4 
(Koestenbauer et al., 2006). 
Le facteur de transcription Nanog fait également partie des gènes dont l’expression 
est utilisée pour définir les cellules ES. L’expression de Nanog dans l’embryon 
commence au stade morula, puis se poursuit dans les cellules de la masse cellulaire 
interne du blastocyste. Elle est également observée dans les cellules germinales 
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précoces. Nanog, comme Oct4 participe au maintien de l’état indifférencié des 
cellules (Friel et al., 2005). 
 
 
Tableau 4. Les caractéristiques moléculaires des cellules ES murines et humaines. 
 
6.2.2.4. Caractéristiques fonctionnelles 
 
Au niveau fonctionnel, les cellules ES murines et humaines ont la capacité de former 
l’intégralité des cellules de l’organisme.  
Elles peuvent former in vitro les trois feuillets embryonnaires ce qui en général 
consiste à induire la formation de corps embryonnaires (Embryoid Bodies : EB). Les 
EB sont au départ des agrégats tridimensionnels de cellules ES au sein desquels 
elles vont se différencier spontanément. Ce procédé est fréquemment utilisé pour 
vérifier la pluripotence des cellules utilisées, ainsi que dans des protocoles de 
différenciation contrôlée, comme par exemple la différenciation en neurones. 
Les cellules ES peuvent également former les trois feuillets embryonnaires in vivo. 
L’un des procédé utilisé pour obtenir cette différenciation est la greffe de cellules ES 
dans des souris immunodéficientes. Après quelques semaines, les cellules ES se 
différencient et forment un tératome contenant les trois feuillets. Ce processus est 
généralement utilisé afin de s’assurer du caractère pluripotent d’une lignée de 
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cellules. Ce test fonctionnel est le meilleur test possible pour les cellules ES 
humaines. 
Pour les cellules ES murines, d’autre tests de pluripotence sont possibles. Ils 
consistent à injecter les cellules à l’intérieur de la masse cellulaire interne de 
blastocystes. Dans ces conditions, les cellules ES vont participer au développement 
de souris chimères, et peuvent participer à la formation de la lignée germinale. Cette 
méthode peut non seulement être utilisée afin de contrôler le caractère pluripotent 
d’une lignée, mais elle est également utilisée afin de générer des souris 
transgéniques.  
 
6.2.2.5. Cellules epiSC murines et cellules ES humaines. 
 
Récemment des lignées de cellules souches pluripotentes murines ont été établies à 
partir de l’épiblaste après l’implantation des embryons (stade embryonnaire E5,5 à 
E6,5). Elles sont appelées EpiSC (epiblast stem cell). Ces cellules différent de 
manière significative des ES murines mais partagent des caractéristiques clés avec 
les cellules ES humaines (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). La dérivation des 
EpiSC échoue en présence de LIF et de BMP4, deux facteurs nécessaires à la 
dérivation et à l’auto-renouvellement des ES murines. Par contre, comme pour les 
cellules ES ou iPS humaines, les voies de signalisation du bFGF et de 
l’Activine/Nodal sont nécessaires pour leur dérivation. De plus, tout comme les 
cellules ES humaines, leur taux de survie en unicellulaire est très faible et, elles 
forment des colonies qui sont morphologiquement très proches de celles formées par 
les cellules ES humaines (Figure 15) (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Le 
patron d’expression génique des EpiSC reflète leur origine post-implantatoire 
épiblastique et diffère de celui des ES murines. Bien que les cellules EpiSC soient 
capables de s‘auto-renouveler et capables de former les trois feuillets embryonnaires 
in vitro comme in vivo en formant des tératomes, aucune souris chimérique n’a été 
obtenue en injectant ces cellules dans des blastocystes (Tesar et al., 2007), 
suggérant que leur degré de pluripotence est moindre que celui des cellules ES 
murines. 
Un point intéressant est que des cellules ES humaines et des cellules iPS humaines 
ont pu être « ramenées » à un stade équivalent à celui des cellules ES murines 
(Hanna et al., 2010). Il semble que les cellules ES murines soient à un stade de 
cellules souches naïves contrairement aux cellules EpiSC et aux cellules ES et iPS 
humaines. Les cellules ES ou iPS humaines « ramenées » au stade des cellules ES 
murines sont maintenant définies comme des cellules ES ou iPS humaines naïves. 
Ces résultats viennent d’être confirmés par deux autres groupes (Hirai et al., 2012; 
Nishishita et al., 2012).  
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Le fait que les EpiSC murines semblent être à un même stade de pluripotence que 
les cellules ES ou iPS humaines indiquerait que les cellules ES humaines ont une 
pluripotentialité moindre que les cellules ES murines. De plus amples études des 
cellules ES naïves pourraient permettre de déterminer si effectivement leur 
pluripotentialité est plus élevée que celles de cellules ES « engagées ». Une 
compréhesion plus complète des éléments distinguant cellules ES naïves et 
engagées pourrait avoir des conséquences importantes en vue d’utilisation médicale 
future de ces cellules.  
 
6.2.3. Intérêts en recherche des cellules ES humaines 
 
L’un des intérêts des cellules ES humaines est leur capacité à former des cellules 
différenciées. Il est possible d’obtenir in vitro des cellules humaines à des stades 
différents de différenciation jusqu’à des cellules spécialisées comme des neurones. Il 
existe aujourd’hui de nombreux protocoles permettant la différenciation contrôlée de 
ces cellules. Ils permettent d’obtenir des populations enrichies dans les cellules 
d’intérêt et donc de disposer en culture de cellules autrement inaccessibles chez 
l’homme, comme les neurones. 
Il a donc été envisagé très vite de modéliser des maladies génétiques humaines à 
partir de cellules ES présentant une mutation. Ces modèles permettraient d’étudier la 
physiopathologie de la maladie, de pouvoir mettre au point des systèmes de criblage 
de drogues sur des cellules humaines ou encore de rechercher des biomarqueurs de 
la maladie. Mais pour générer de tels modèles, il faut obtenir des embryons 
présentant des mutations génétiques. En France les embryons dont l’utilisation est 
autorisée pour générer une lignée de cellules ES humaines sont ceux issus de 
diagnostic préimplantatoire (DPI). Les maladies génétiques pouvant être modélisées 
sont donc limitées aux maladies pour lesquelles un DPI est effectué, ce qui limite 
fortement le nombre de maladies pouvant être modélisées. A défaut, des techniques 
permettant de modifier génétiquement les lignées de cellules ES ont été 
développées. Mais, bien que ces techniques fonctionnent, elles restent difficiles à 
mettre en œuvre et sont peu efficaces. Aujourd’hui, 14 maladies ont pu être 
modélisées à l’aide des cellules ES humaines, pour trois d’entre elles un phénotype 
a pu être décrit (Maury et al., 2012) 
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6.2.4. Conclusion 
 
Les cellules ES humaines présentent donc un grand intérêt pour étudier le 
développement de l’embryon, ainsi que pour développer des modèles de pathologie. 
Néanmoins les problèmes éthiques qu’elles soulèvent et les législations qui en 
découlent limitent aujourd’hui fortement leur utilisation. Le besoin de pouvoir accéder 
à des cellules souches pluripotentes présentant des défauts génétiques a poussé à 
rechercher des sources alternatives de cellules pluripotentes. 
De nouvelles méthodes permettant d’obtenir des cellules souches pluripotentes à 
partir de cellules somatiques ont été développées (Figure 16). La première méthode 
est celle du transfert nucléaire. Elle consiste à transférer le noyau d’une cellule 
somatique dans un ovule. Ce procédé permet d’obtenir des cellules souches 
pluripotentes (Byrne et al., 2007) mais, à ce jour, ce procédé ne fonctionne que chez 
la souris. De plus, cette technique s’apparentant au clonage, son application avec 
des cellules humaines est interdite dans de nombreux pays.  
La seconde technique consiste à fusionner une cellule somatique avec une cellule 
souche embryonnaire. Les cellules obtenues sont alors pluripotentes, mais celles-ci 
sont tétraploïdes (Cowan et al., 2005; Yu et al., 2006). De plus cette méthode 
nécessitant des cellules ES soulève donc les mêmes problèmes éthiques. 
Enfin, une troisième technique a été développée en 2006 chez la souris, puis 
appliquée en 2007 à des cellules humaines. En 2006, l’équipe du Professeur Shinya 
Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006) a mis au point une technique 
permettant de faire revenir des cellules différenciées à l’état de cellules souches 
pluripotentes. Ces cellules ont été baptisées cellules souches pluripotentes induites 
(cellules iPS : induced pluripotent stem cells). En 2007, deux groupes, dont le leur, 
ont appliqué la même méthode avec succès à des cellules humaines (Takahashi et 
al., 2007; Yu et al., 2007). Cette technique a permis de reprogrammer des cellules 
somatiques humaines adultes en cellule souches pluripotentes. Le procédé utilisé ne 
nécessite ni embryon, ni ovule. Il n‘implique donc pas la destruction d’embryons, ni 
l’utilisation de techniques se rapprochant du clonage. Les problèmes éthiques liés à 
ces cellules sont donc moins nombreux, même si la potentielle génération de 
gamètes à partir de ces cellules soulève certains problèmes, tout comme la 
protection des informations potentiellement acquises relatives au patrimoine 
génétique des patients. Ces cellules iPS présentent des caractéristiques similaires à 
celle des cellules souches embryonnaires (ES) : capacité de s’auto-renouveler et de 
former tous les types cellulaires de l’organisme. 
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Figure 15. Morphologie des colonies de cellules ES murines (mouse ES), de cellules ES humaines 
(human ES) et de cellules épiblastiques murines (EpiSC) (Tesar et al., 2007). 
 
Figure 16. Les différentes techniques permettant l’obtention de cellules souches pluripotentes 
(Jaenisch and Young, 2008). Ces différentes stratégies comprennent le transfert nucléaire, la fusion 
cellulaire et la reprogrammation cellulaire. 
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6.3. Les cellules souches pluripotentes induites 
 
6.3.1. Origine/Découverte 
 
Les cellules souches pluripotentes induites ont été générées pour la première fois en 
2006 à partir de fibroblastes murins embryonnaires et adultes par le groupe du 
professeur Shinya Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006). Afin de faire 
« revenir » des cellules somatiques au stade de cellules souches pluripotentes, cette 
équipe a tout d’abord cherché à identifier les gènes impliqués dans le maintien de la 
pluripotence et dans l’auto-renouvellement des cellules ES murines. Cette étude a 
permis de sélectionner 24 gènes. L’expression individuelle de ces gènes dans des 
fibroblastes murins n’a pas permis d’obtenir la reprogrammation de ces cellules. Par 
contre, l’expression simultanée de ces 24 gènes a conduit à l’apparition de cellules 
présentant une morphologie similaire à des cellules ES murines et qui exprimaient le 
facteur de transcription Fbx15 qui est spécifique de ces cellules. Finalement, quatre 
gènes ont pu être identifiés comme étant suffisants pour induire le processus de 
reprogrammation, ce sont les gènes Oct4, Sox2, Klf4 et C-Myc.  
Les cellules obtenues par cette technique présentaient des caractéristiques similaires 
à celles des cellules ES en terme de morphologie, d’expression de marqueurs de 
surface et de facteurs de transcription. Elles étaient capables tout comme les cellules 
ES, de s’auto-renouveler, et surtout de se différencier in vitro et in vivo vers les trois 
feuillets embryonnaires (Takahashi and Yamanaka, 2006). De plus ces cellules 
étaient capables de participer au développement de souris chimériques lorsqu’elles 
étaient injectées dans la masse cellulaire interne d’un blastocyste de souris et 
pouvaient participer à la génération des cellules de la lignée germinale (Okita et al., 
2007).  
En 2007, plusieurs autres groupes ont reproduit ces expériences et ont généré des 
cellules iPS à partir de fibroblastes murins (Blelloch et al., 2007; Maherali et al., 
2007a; Meissner et al., 2007; Wernig et al., 2007). Parmi ces groupes, celui de 
Maherali et col. a montré que les iPS générées à partir de souris femelles 
réactivaient leur chromosome X au cours de la reprogrammation, puis, qu’il y avait 
une inactivation au hasard de l’un de leurs chromosomes X lorsque les iPS étaient 
différenciées, indiquant que la reprogrammation s’était faite de manière efficace au 
niveau épigénétique. 
Cette technique de reprogrammation en cellule iPS a été appliquée en 2007 à des 
cellules humaines (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). De la même manière que 
chez la souris, les iPS humaines présentaient les mêmes caractéristiques que les 
cellules ES humaines au niveau morphologique, dans leur expression de marqueurs 
membranaires ou de facteurs de transcription. Enfin, elles étaient capables de former 
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les trois feuillets embryonnaires in vitro comme in vivo après injection dans des 
souris immunodéficientes. 
 
6.3.2. Caractéristiques 
 
Les cellules iPS murines ou humaines présentent des caractéristiques similaires à 
celles des cellules ES murines ou humaines, respectivement, aux niveaux 
morphologique, moléculaire et fonctionnel. Ces caractéristiques permettent de les 
définir comme cellules souches pluripotentes et sont utilisées pour valider les clones 
d’iPS isolés suite à la reprogrammation. 
Au niveau morphologique, comme les cellules ES de souris, les cellules iPS murines 
forment des colonies rondes en forme de dôme qui sont fortement réfringents (Figure 
17). Elles présentent un gros nucléole et ont un cytoplasme peu abondant. Au niveau 
moléculaire, elles expriment le marqueur membranaire SSEA1 ainsi que les facteurs 
de transcription spécifiques des cellules ES comme Oct4, Nanog ou encore Sox2. 
Ces cellules expriment également fortement la phosphatase alcaline et la 
télomérase. Enfin, au niveau fonctionnel elles sont capables de se différencier vers 
les trois feuillets embryonnaires (Takahashi and Yamanaka, 2006). Les cellules iPS 
murines peuvent, une fois injectées dans un blastocyste, participer au 
développement de souris chimériques . Elles peuvent au sein de ces souris participer 
à la formation des cellules germinales. Le croisement de telles souris peut permettre 
d’obtenir des animaux qui possèdent un génome issu uniquement des cellules iPS 
de départ, montrant que ces cellules sont réellement pluripotentes (Okita et al., 
2007). Néanmoins, il a été montré que ces souris avaient tendance à développer des 
tumeurs, sans doute provoquées par la réactivation des gènes de facteurs 
transcriptionnels intégrés dans le génome des cellules iPS et notamment de c-Myc 
(Okita et al., 2007). Enfin, des souris ont été générées à partir de cellules iPS par 
compensation tétraploïde (Zhao et al., 2009). Pour ce faire, les cellules iPS ont été 
injectées dans un blastocyste tétraploïde, qui n’est pas capable de former les cellules 
de la masse interne. Les cellules iPS injectées dans ces blastocystes sont capables 
de former un embryon si elles sont pluripotentes. Cette expérience a montré que les 
cellules iPS murines étaient réellement pluripotentes et capables de former un nouvel 
organisme. 
Au niveau morphologique les cellules iPS humaines forment des colonies rondes 
plus aplaties que les colonies de cellules ES murins (Figure 17). Elles présentent un 
gros noyau avec un nucléole important et un cytoplasme peu abondant. Au niveau 
moléculaire, elles expriment les marqueurs de surface SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 
et TRA-1-81. Les cellules expriment également les facteurs de transcription qui sont 
caractéristiques des cellules ES humaines comme OCT4, SOX2 et NANOG. De plus, 
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ces cellules expriment fortement la phosphatase alcaline et la télomérase. Enfin, au 
niveau fonctionnel les iPS humaines sont capables de former l’ensemble des types 
cellulaires de l’organisme in vitro comme in vivo après injection dans des souris 
immunodéficientes (Takahashi et al., 2007). 
 
 
Figure 17. Morphologie des cellules ES et iPS (Robinton and Daley, 2012). A : colonie de cellules ES 
murines. B : colonie de cellules iPS murines. C : colonie de cellules ES humaines. D : colonie de 
cellules iPS humaines.  
 
6.3.3. Génération  
 
Dans les études originales, pour induire le processus de reprogrammation, les 
fibroblastes ont été transduits à l’aide de vecteurs rétroviraux dérivés du virus de la 
leucémie murine de Moloney (MMLV : Moloney murine leukemia virus). Les MMLV 
sont des rétrovirus. Une fois qu’ils ont infecté les cellules, le génome qu’ils 
contiennent sous forme d’ARN va être rétrotranscrit en ADN puis intégré dans le 
génome des cellules infectées lorsque celles-ci se divisent. Pour reprogrammer les 
cellules, quatre vecteurs rétroviraux défectifs pour la réplication ont été utilisés. Ils 
ont permis d’induire l’expression des facteurs OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC. Après la 
transduction, les cellules ont été cultivées dans les conditions de culture des cellules 
ES, c'est-à-dire sur des cellules nourricières, en présence de LIF pour les cellules 
murines ou de bFGF pour les cellules humaines. Après 10 à 15 jours chez la souris 
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et trois semaines à un mois chez l’homme, des clones présentant la morphologie de 
cellules ES ont commencé à apparaître et ont pu ensuite être amplifiés et clonés. 
L’efficacité et la cinétique de reprogrammation dépendent de nombreux facteurs tels 
que le type cellulaire utilisé, l’âge du donneur lors du prélèvement, la méthode de 
reprogrammation (voir plus loin) mais aussi de la méthode utilisée pour identifier les 
clones reprogrammés. En effet, l’efficacité peut être déterminée sur des critères 
morphologiques ou sur des critères plus stricts prenant en compte l’expression de 
marqueurs de cellules pluripotentes. La diversité des paramètres pris en compte rend 
difficile la comparaison de l’efficacité de reprogrammation entre différents 
laboratoires. Néanmoins, pour des fibroblastes reprogrammés avec des vecteurs 
rétroviraux, elle est généralement de l’ordre de 0,01 à 0,1% (González et al., 2011). 
Après isolement et amplification des clones de cellules iPS, ces derniers doivent être 
caractérisés afin de s’assurer de leur pluripotence. Les cellules clonales ainsi isolées 
doivent présenter les caractéristiques moléculaires et fonctionnelles des cellules ES.  
 
6.3.4. La cellule reprogrammée 
 
De nombreux types cellulaires ont été reprogrammés depuis l’utilisation initiale de 
fibroblastes. Chez la souris ou chez l’homme ont été utilisés par exemple les 
kératinocytes, les lymphocytes ou les hépatocytes (voir Table 5). La diversité des 
cellules qui ont été reprogrammées semble indiquer que la plupart des types 
cellulaires pourraient être reprogrammés. Mais encore maintenant les fibroblastes 
restent le type cellulaire de choix car ces cellules sont accessibles facilement par 
biopsies cutanées, sont facilement amplifiables et cultivables, et faciles à modifier 
génétiquement. 
Il a été montré que le type cellulaire de départ influait sur l’efficacité et la cinétique de 
la reprogrammation. Par exemple la reprogrammation de kératinocytes humains avec 
les quatre vecteurs rétroviraux a une efficacité de l’ordre de 1% contre 0,01 à 0,1% 
pour les fibroblastes (Aasen et al., 2008). Pour la génération d’iPS humaines, après 
les fibroblastes, les kératinocytes sont donc considérés comme un type cellulaire de 
choix d’autant plus que le prélèvement de cheveux n’est pas invasif. Malgré ces 
avantages leur mise en culture reste plus compliquée que celle des fibroblastes. 
Contrairement aux cellules somatiques qui le plus souvent ont un potentiel de 
prolifération limité et pour lesquelles un stress peut induire la sénescence, les 
cellules ES peuvent s’auto-renouveler indéfiniment en culture. Elles sont considérées 
comme immortelles. La sénescence semble incompatible avec la reprogrammation 
vers la pluripotence. Dans ce sens, l’accumulation de nombreux passages est 
associée avec une diminution drastique de l’efficacité de la reprogrammation (Utikal 
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et al., 2009). Des cellules sénescentes ont tout de même pu être reprogrammées 
mais uniquement en forçant l’expression de six facteurs (OCT4, SOX2, KLF4, c-
MYC, LIN28 et NANOG). Des cellules de donneurs particulièrement âgés, autour de 
cent ans, ont également pu être reprogrammées avec la même méthode (Lapasset 
et al., 2011). De manière intéressante, une fois ces cellules reprogrammées en 
cellules iPS, les auteurs ont montré que la reprogrammation permettait de faire 
« rajeunir » les cellules, avec notamment, un allongement des télomères et un 
métabolisme mitochondrial correspondant à celui des cellules ES.  
D’autre part, la sous-expression de gènes suppresseurs de tumeurs tels que p53, 
p21 (CdknIa), p16 (Ink4a) et p19 (Arf) dans les fibroblastes accroît l’efficacité et la 
cinétique de la reprogrammation à la fois en induisant l’immortalisation des cellules et 
en interférant avec l’apoptose. Cependant, il a été montré que la reprogrammation en 
l’absence de p53 entrainait un enrichissement en cellules présentant des altérations 
génétiques (Ho et al., 2011b). 
 
 
Tableau 5. Type cellulaire et efficacité de reprogrammation (Kiskinis & Eggan 2010) 
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6.3.5. Méthodes de reprogrammation  
 
 Les vecteurs rétroviraux. 
Les vecteurs rétroviraux dérivés du virus MMLV ont été les premiers outils utilisés 
pour apporter les gènes de reprogrammation dans les cellules (Tableau 6) 
(Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Ces vecteurs permettent 
un transfert de gènes efficace à condition que les cellules se divisent et permettent 
après intégration une expression élevée et durable des facteurs introduits. Un autre 
intérêt de ces vecteurs est lié au fait que dans les cellules souches pluripotentes 
l‘expression à partir des promoteurs rétroviraux est ensuite inactivée. Cette extinction 
se produit de manière spécifique et plutôt efficace (Maherali et al., 2007b), sans 
doute via des méthylations de l’ADN et des histones (Matsui et al., 2010). Cette 
propriété confère un avantage pour la reprogrammation, puisqu’une fois les cellules 
reprogrammées, l’expression des facteurs exogènes s’éteint. De plus il a été montré 
qu’une expression des facteurs exogènes d’environ deux semaines était nécessaire 
et suffisante à la mise en place de la reprogrammation (Stadtfeld et al., 2008b). 
Néanmoins, l’intégration permanente dans le génome des cellules de ces vecteurs 
pose un certain nombre de problèmes. En premier lieu, elle présente un risque de 
mutagenèse insertionnelle. D’autre part l’extinction des vecteurs, même si elle est 
généralement efficace, n’est pas toujours complète et il peut persister à bas bruit une 
expression résiduelle qui peut limiter la capacité de différenciation des cellules 
reprogrammées (González et al., 2011). Enfin, l’expression à partir des vecteurs peut 
éventuellement être ultérieurement réactivée et affecter la prolifération ou la 
différenciation des cellules. Par exemple, la réactivation de c-Myc dans des souris 
chimériques serait responsable de la formation de tumeurs (Okita et al., 2007). 
D’autre méthodes d’apport des facteurs de dédifférenciation ont été développées, 
avec comme objectif soit d’améliorer l’efficacité du processus, soit de le rendre plus 
sûr. 
 Les vecteurs lentiviraux. 
Une première alternative est l’utilisation de vecteurs lentiviraux (Tableau 6) (Blelloch 
et al., 2007; Yu et al., 2007). Ces vecteurs dérivés des lentivirus sont capables 
d’intégrer leur génome dans des cellules qui ne se divisent pas. Ainsi le transfert de 
gène avec ces vecteurs a permis de transduire des types cellulaires en division ou 
non, telles que des cellules post-mitotiques. Néanmoins, contrairement aux vecteurs 
rétroviraux dérivés des virus MMLV, l’expression des vecteurs lentiviraux n’est que 
peu diminuée dans les cellules ES et ceci peut altérer la différenciation des iPS. Afin 
de palier à ce défaut, des vecteurs lentiviraux inductibles ont été développés 
(Stadtfeld et al., 2008a; Sun et al., 2009). Ces vecteurs permettent de s’affranchir 
des problèmes d’expression persistante des gènes introduits. Néanmoins, ce type de 
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vecteurs présente toujours des risques de mutation suite à leur intégration dans le 
génome des cellules (Brambrink et al., 2008; Maherali et al., 2008). Même lorsque 
des vecteurs polycistroniques sont utilisés, le risque lié à l’intégration persiste (Carey 
et al., 2009). 
L’utilisation de ces vecteurs viraux pour générer les cellules iPS est apparue 
rapidement comme une barrière à leur éventuelle utilisation en thérapie. En effet, la 
possibilité de mutagénèse insertionnelle ainsi que la réactivation des transgènes qui 
seraient responsables de l’apparition de tumeurs chez les souris chimériques 
(Nakagawa et al., 2008) rendent leurs utilisation impossible en thérapie cellulaire. 
Ces problèmes sont également apparus comme pouvant être gênant pour l’utilisation 
des iPS et des cellules différenciées à partir des iPS comme outil de modélisation. 
 Les vecteurs viraux non intégratifs. 
D’autres types de vecteurs viraux ont été utilisés afin de reprogrammer des cellules 
en iPS (Tableau 6), comme les vecteurs adénoviraux (Stadtfeld et al., 2008c). Ces 
vecteurs présentent en effet l’avantage de ne pas intégrer leur génome dans les 
cellules transduites. Malheureusement ces vecteurs sont plus difficiles à produire que 
les vecteurs rétroviraux ou lentiviraux et de plus il a été montré que la 
reprogrammation avec ces vecteurs était très peu efficace (0,0002%) (Zhou and 
Freed, 2009). 
Plus récemment, un autre type de vecteur viral a été utilisé afin de générer des 
cellules iPS : des vecteurs dérivés du virus de Sendaï (Fusaki et al., 2009; Ban et al., 
2011; Nishimura et al., 2011). Cette méthode s’est révélée aussi efficace que les 
vecteurs intégratifs et a été utilisée sur cellules murines et humaines. Ces vecteurs 
permettent l’expression des ARNm des différents facteurs dans les cellules cibles et 
ne présentent pas de risque d’intégration dans le génome cellulaire (Tableau 6). De 
plus ces vecteurs peuvent être facilement éliminés après la reprogrammation, soit 
par des système de sélection basés sur la température (Ban et al., 2011), ou à l’aide 
d’ARNsi spécifique des vecteurs (Nishimura et al., 2011). 
 Autres méthodes. 
Des cellules iPS ont été obtenues sans intégration de matériel exogène en 
transfectant ou electroporant des plasmides codant pour les facteurs de 
reprogrammation (Okita et al., 2008). L’efficacité de reprogrammation était très faible 
et cette technique n’a pas été testée avec des cellules humaines.  
Des vecteurs contenant des sites LoxP et des transposons ont été utilisés pour 
reprogrammer des cellules somatiques car ils présentent l’avantage de pouvoir être 
excisés après la reprogrammation (Tableau 6). Cependant il a été montré que ces 
systèmes peuvent laisser des traces insertionnelles lors de leur excision (Chang et 
la. 2009; Gonzalez et al., 2009; Kaji et al., 2009). Le transposon « PiggyBac » a été 
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décrit pour générer des cellules iPS à partir de fibroblastes murins et humains 
(Woltjen et al., 2009; Yusa et al., 2009). Ce transposon présente la particularité de ne 
pas laisser de traces après son excision. L’efficacité de cette technique serait 
similaire à celle obtenue avec les vecteurs rétroviraux pour les fibroblastes murins. 
Une autre technique décrite a utilisé des épisomes non intégratifs (Yu et al., 2009) 
dérivant du virus d’Epstein-Barr (EBV) et qui présentent la particularité de se 
répliquer lors des cycles de division des cellules et de ne pas être perdus aussi 
rapidement que des plasmides classiques (Tableau 6). Cette technique a permis 
d’obtenir des iPS dans lesquelles aucune intégration dans le génome n’a été 
trouvée. Après la reprogrammation, les épisomes étaient perdus au fur et à mesure 
de la multiplication des cellules (Yu et al., 2009). L’efficacité de cette méthode était 
faible mais a pu être améliorée après ajout de molécules capables de réaliser des 
modifications épigénétiques favorisant la reprogrammation (Yu et al., 2011).  
Récemment des méthodes n’utilisant pas d’ADN ont été mises au point. Une 
technique, relativement efficace, est basée sur l’utilisation d’ARNm modifiés (Tableau 
6) codant pour les facteurs et qui sont apportés aux cellules par des transfections 
répétitives (Warren et al., 2010). 
Des cellules iPS ont également été obtenues en utilisant des protéines 
recombinantes (Kim et al., 2009a; Zhou et al., 2009) mais avec une efficacité de 
reprogrammation extrêmement faible. Cette méthode n’a pas été reproduite avec des 
cellules humaines.  
Aujourd’hui, la technique de reprogrammation utilisant les vecteurs rétroviraux reste 
la plus utilisée. Sans doute car elle reste l’une des techniques les plus efficaces et 
que la production de ce type de vecteurs peut être réalisée assez facilement par de 
nombreux laboratoires. Les techniques non intégratives les plus prometteuses sont 
sans doute celles utilisant les vecteurs dérivés du virus de Sendaï ou celle utilisant 
les épisomes. Les vecteurs dérivés du virus de Sendaï offrent une forte efficacité de 
reprogrammation, mais la production des vecteurs semblent plus complexe que celle 
des vecteurs rétroviraux ce qui pourrait limiter son utilisation. La technique reposant 
sur les épisomes est elle relativement aisée à mettre en place, puisqu’elle repose sur 
l’utilisation de plasmides devant être électroporés mais cette technique reste peu 
efficace.  
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Tableau 6. Les différentes méthodes de reprogrammation (Okita and Yamanaka, 2011). Les 
différentes méthodes d’apport des facteurs, le potentiel d’intégration, les facteurs utilisés et l’efficacité 
sont indiqués dans le tableau. 
 
6.3.6. Mécanismes de reprogrammation 
 
Les mécanismes impliqués dans la reprogrammation sont encore mal connus. Leur 
compréhension passe par celle du rôle des facteurs de reprogrammation et les 
conséquences moléculaires qu’entraine leur expression dans les cellules, ou encore 
des modifications épigénétiques qui ont lieu au cours du processus.  
 
6.3.6.1. Facteurs de reprogrammation 
 
En 2007, le premier cocktail de facteurs de reprogrammation décrit pour générer des 
cellules iPS était composé des produits de quatre gènes : OCT4, SOX2, KLF4 et c-
MYC. Ces facteurs sont fréquemment nommés « facteurs de Yamanaka » 
(Yamanaka’s factors) (Huang et al., 2009). La même année un autre cocktail de 
gènes a été décrit comme permettant la reprogrammation des fibroblastes humains. 
Il est composé des gènes OCT4, SOX2, NANOG et LIN28 (Yu et al., 2007). Mais par 
la suite, la majorité des études publiées ont été réalisées avec « les facteurs de 
Yamanaka ». 
Le facteur c-MYC n’est pas indispensable à la reprogrammation, que ce soit pour les 
fibroblastes, les kératinocytes ou encore pour les cellules souches neurales, mais il a 
été montré que son absence réduisait fortement l’efficacité du processus et 
augmentait le temps nécessaire à la reprogrammation (Kiskinis and Eggan, 2010). 
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Suivant le type cellulaire de départ, le processus de reprogrammation peut être 
effectué en l’absence de certains de ces facteurs. Par exemple il a été montré que 
les cellules souches neurales murines qui expriment un niveau modéré de c-Myc et 
Klf4, et un haut niveau de Sox2, pouvaient être reprogrammées uniquement avec 
Oct4. Mais, la vitesse de reprogrammation était beaucoup plus lente et l’efficacité 
plus faible (Kim et al., 2009b). 
Parmi les facteurs de reprogrammation, Oct4 semble être le plus déterminant dans le 
processus de reprogrammation et ce quelque soit le type cellulaire de départ. Il a été 
montré que le facteur codé par le gène Nr5a2 (orphan nuclear receptor) pouvait le 
remplacer et permettre d’obtenir la reprogrammation de cellules somatiques murines 
en l’absence d’Oct4. Le facteur de transcription codé par le gène Nr5a2 est impliqué 
dans l’activation de la transcription d’Oct4. De plus il possède de nombreuses cibles 
géniques communes avec Sox2 et Klf4. Enfin il serait également impliqué dans 
l’activation de la transcription de Nanog (Heng et al., 2010). 
Le processus de reprogrammation peut à l’inverse être optimisé en forçant 
l’expression d’autres facteurs en plus des 4 facteurs de Yamanaka. Par exemple, les 
ajouts de l’antigène T du virus SV40 et de la télomérase humaine (hTERT) aux 
quatre facteurs de Yamanaka ont augmenté l’efficacité de reprogrammation (Park et 
al., 2008c). De même que l’utilisation simultanée des 6 facteurs OCT4, SOX2, KLF4, 
C-MYC, LIN28 ET NANOG peut améliorer l’efficacité et la cinétique de 
reprogrammation (Liao et al., 2008).  
 
6.3.6.2. Conséquences de l’expression des facteurs de 
reprogrammation 
 
L’enchaînement des évènements moléculaires qui se produisent entre l’exposition 
des cellules aux facteurs de reprogrammation et l’établissement de colonies de 
cellules iPS, reste encore mal connu. Néanmoins, une partie des évènements qui se 
déroulent durant les deux à trois premières semaines après l’exposition à ces 
facteurs dans des fibroblastes murins ont pu être décrits.  
Les premières modifications se produisent au niveau de l’expression de certains 
gènes avec une sous-régulation des marqueurs somatiques comme les marqueurs 
mésenchymateux (Ho et al., 2011b). De manière concomitante, des gènes 
épithéliaux tels que celui codant pour la E-cadhérine ou ceux codant pour des 
molécules d’adhésions des cellules épithéliales (Epcam), sont sur-exprimés comme 
si les cellules subissaient une transition mésenchymo-épithéliale (Li et al., 2010a). 
Cette transition semble être une étape essentielle de la reprogrammation. En effet, il 
a été montré que l’activation de la voie de signalisation du TGFβ, qui bloque la 
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transition mésenchymo-épithéliale, ou l’inhibition de la voie de signalisation des BMP, 
qui favorise cette transition, ou encore la réduction du niveau de la transcription de 
gènes impliqués dans cette transition comme la E-cadhérine, interféraient avec la 
reprogrammation (Ho et al., 2011b). Il a été également montré que cette transition 
mésenchymo-épithéliale était accompagnée d’une augmentation de la prolifération et 
d’une diminution de la taille des cellules suivies quelques jours après par la formation 
de colonies ressemblant à des colonies de cellules ES (Smith et al., 2010). 
Il a été montré que des marqueurs exprimés dans les cellules ES vont être exprimés 
de manière précoce dans certaines des colonies qui apparaissent, comme la 
phosphatase alcaline et SSEA-1. Puis au sein de ces cellules, quelques unes vont 
activer l’expression d’Oct4, Sox2 et Nanog. Enfin de nombreux autres gènes de 
pluripotence vont être exprimés dans les cellules correctement reprogrammées (Ho 
et al., 2011b). Le fait que les colonies négatives pour SSEA-1 le soient aussi pour 
Oct4, Sox2 et Nanog a suggéré que le processus de reprogrammation se déroulait 
dans un ordre bien défini avec 1) la transition mésenchymo-épithéliale, 2) 
l’expression de l’alcaline phosphatase et de SSEA1 et 3) l’expression des gènes 
codant pour les facteurs de transcription Oct4, Sox2 et Nanog.  
Il a été montré que l’expression des facteurs exogènes était indispensable pendant 
un laps de temps défini (10-12 jours chez la souris) et qu’ensuite les cellules se 
maintenaient dans un état pluripotent indépendamment des facteurs de 
reprogrammation, indiquant une conversion stable. Si les facteurs de 
reprogrammation sont supprimés avant la fin du processus, il a été montré que cela 
entrainait une réversion vers l’état différencié des cellules (Stadtfeld et al., 2008b).  
 
6.3.6.3. Barrière à la reprogrammation 
 
L’efficacité de reprogrammation étant faible, il est établi que la plus grande partie des 
cellules qui ont reçu les facteurs ne se reprogramment pas. Les mécanismes qui 
limitent cette reprogrammation restent mal connus.  
Des expériences menées sur des populations clonales de lymphocytes ou de 
monocytes (Hanna et al., 2009) ont apporté des éléments de réponse intéressants. 
Dans ces expériences, les cellules ont été transduites puis amplifiées de façon 
clonale. Les premières cellules reprogrammées sont apparues en 8 à 10 jours pour 3 
à 5 % des cellules filles. Mais, au bout de 18 semaines, environ 92% des cellules 
avaient produit des cellules filles positives pour Nanog après des intervalles de 
temps différents. Le fait que le temps nécessaire à une reprogrammation complète 
soit variable d’une cellule de départ à l’autre au sein d’une population clonale a 
suggéré qu’au moins un des évènements du processus était de nature stochastique.  
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Ces observations ont mis en lumière l’existence de barrières épigénétiques 
importantes qui interfèreraient avec la reprogrammation et qui ne seraient franchies 
que rarement suite à des évènements stochastiques.  
Afin d’améliorer la reprogrammation, il est nécessaire de connaître les évènements 
moléculaires qui se produisent au cours de la reprogrammation et de déterminer 
quelles sont les barrières limitantes. L’étude de ces barrières nécessite de disposer 
d’une population de cellules en cours de reprogrammation. Or, l’efficacité du 
processus étant très faible et le fait qu’il soit impossible de prévoir quelles seront les 
cellules qui vont se reprogrammer complique l’analyse de ce processus et 
l’identification des barrières moléculaires qui l’entravent. 
L’isolement de cellules partiellement reprogrammées pouvant être considérées 
comme des intermédiaires entre les cellules de départ et les cellules iPS a permis 
que des études soient menées dans ce sens. En effet, plusieurs groupes ont isolés 
des populations relativement stables de ce type de cellules qui sont aujourd’hui 
appelées pré-iPS (Mikkelsen et al., 2008; Silva et al., 2008a; Sridharan et al., 2009). 
Chez la souris, il a été montré que ces cellules pré-iPS proliféraient comme des 
cellules ES, qu’elles exprimaient le marqueur SSEA-1 et présentaient une 
morphologie proche des colonies de cellules ES (Mikkelsen et al., 2008; Silva et al., 
2008a; Sridharan et al., 2009). Mais il a été montré aussi que ces pré-iPS étaient 
bloquées à un stade intermédiaire de reprogrammation. Des comparaisons des 
profils d’expression génique entre les cellules pré-iPS et les cellules ES ou iPS ont 
indiqué que de nombreux gènes de pluripotence comme Oct4 ou Nanog n’étaient 
pas réactivés dans ces cellules alors que de nombreux gènes somatiques étaient 
déjà inactivés (Mikkelsen et al., 2008; Sridharan et al., 2009). Le fait qu’un traitement 
de ces cellules avec des inhibiteurs des kinases ERK et GSK, appelé 2i, et qui 
favoriserait le maintien dans un état de pluripotence des cellules ES murines, ait 
permis de convertir ces cellules pré-iPS en iPS, a démontré que ces colonies étaient 
bien des intermédiaires entre les cellules somatiques et les cellules iPS. De la même 
manière, les agents de déméthylation de l’ADN, ou l’inhibition du TGFβ a favorisé la 
conversion des cellules pré-iPS en iPS (Mikkelsen et al., 2008; Silva et al., 2008a; 
Ichida et al., 2009). 
 
6.3.6.4. Rôle des facteurs de reprogrammation 
 
Ces cellules pré-iPS ont pu être utilisées afin d’étudier le rôle des quatre facteurs de 
reprogrammation les plus utilisés (OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC). En comparant la 
fixation de ces facteurs à leurs cibles géniques dans des cellules iPS et pré-iPS, 
leurs rôles dans le processus de dédifférenciation a pu être mieux compris 
(Sridharan et al., 2009). Dans un premier temps, l’étude des cibles géniques de ces 
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facteurs dans les iPS et dans les ES a montré que c-MYC et les trois autres facteurs 
(OCT4, SOX2 et KLF4) présentaient des fonctions de régulation transcriptionnelle 
fortement différentes. En effet, leurs gènes cibles ne sont pas les mêmes. Les cibles 
de c-MYC sont principalement des promoteurs de gènes impliqués dans le 
métabolisme, le cycle cellulaire et dans les voies de biosynthèses, alors que celles 
de Oct4, SOX2 et KLF4 sont impliquées dans la régulation de gènes contrôlant le 
développement et la transcription (Ho et al., 2011b) 
La comparaison de la fixation des facteurs entre iPS et pré-iPS a montré que dans 
les cellules pré-iPS, OCT4, SOX2 et KLF4 n’étaient pas fixés sur les promoteurs de 
leurs cibles géniques (Sridharan et al., 2009). De plus, dans ces cellules, les gènes 
cibles de ces facteurs n’étaient pas réactivés, ce qui pourrait être provoqué par 
l’absence de fixation des facteurs. Par contre, dans ces mêmes cellules pré-iPS, il a 
été montré que c-MYC était lié aux promoteurs de ses gènes cibles et ces gènes 
étaient déjà fortement exprimés. Ces résultats ont donc suggéré que lors du 
processus de reprogrammation, c-MYC activerait très tôt ses gènes cibles alors que 
les trois autres facteurs agiraient plus tardivement (Ho et al., 2011b). La faible 
efficacité du processus de reprogrammation pourrait être en partie due à une faible 
capacité de fixation des facteurs OCT4, SOX2 et KLF4 à leurs cibles génétiques qui 
pourrait être provoquée par la nécessité d’interaction avec d’autres facteurs de 
transcription, tel que NANOG, ou à l’état de la chromatine encore trop méthylée. 
 
6.3.6.5. Statut de la chromatine 
 
La reprogrammation en cellules pluripotentes implique de nombreuses modifications 
épigénétiques qui sont indispensables à l’activation du programme transcriptionnel 
spécifique aux cellules souches associée à l’arrêt de l’expression des gènes 
spécifiques du tissu d’origine. Ce processus est associé à une « remise à zéro » de 
l’état de la chromatine ce qui correspond à un retour à un état épigénétique des 
cellules équivalent à celui des cellules souches pluripotentes. 
 Les analyses des états de méthylation des histones et de l’ADN dans les 
fibroblastes, dans les cellules pré-iPS et dans les cellules iPS ont indiqué que 
d’importants changements avaient lieu durant le processus de reprogrammation. Il a 
été montré que ces modifications conduisaient à un retour à un état de méthylation 
semblable à celui des cellules ES (Ho et al., 2011b), c'est-à-dire un état 
principalement déméthylé. 
Par exemple, des analyses ont montré que les promoteurs des gènes Oct4 et Nanog 
étaient hyperméthylés dans les fibroblastes et dans les pré-iPS alors que dans les 
cellules ES et iPS, ces promoteurs étaient déméthylés. La déméthylation de l’ADN 
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semble être un processus important dans la reprogrammation. En effet il a été 
montré que l’addition de molécules inhibitrices de la méthylation de l’ADN ou la 
déplétion de protéines impliquées dans le maintien de la méthylation (par exemple 
DnmtI) augmentait l’efficacité de la reprogrammation (Mikkelsen et al., 2008). 
De manière similaire à la méthylation de l’ADN, les modifications des histones 
semblent avoir un impact important sur le processus de reprogrammation (Figure 
18). En effet, l’utilisation d’histone déacétylases ou d’inhibiteurs de méthyltransférase 
a augmenté l’efficacité de la reprogrammation en cellules iPS (Ho et al., 2011b). 
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Figure 18. Modification épigénétique des histones lors de la reprogrammation (Kiskinis and Eggan, 
2010). Le programme développemental conduit à une diminution de pluripotence des cellules avec 
modifications des histones. La reprogrammation avec les facteurs de transcription (TF-A) permet de 
revenir vers un état épigénétique de pluripotence. Les cercles noirs représentent les îlots CpGs de 
l’ADN méthylés, les cercles blancs représentent les îlots CpG déméthylés. Le code épigénétique est 
représenté par les modifications des histones associés à l’activation des gènes (Ac : Acétylation, 
H3K9Ac : acétylation de l’histone H3 sur la lysine 9, H3K4Me : méthylation de l’histone 3 sur la lysine 
4) ou à leur répression (H3K9Me et H3K27Me : méthylation de l’histone H3 sur les lysines 9 et 27). 
L’épigénome A représente celui de cellules pluripotentes, le C celui de cellules différenciées. 
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6.3.6.6. Molécules d’aide à la reprogrammation 
 
Différentes études ont été menées dans le but d’isoler des composés chimiques 
pouvant soit améliorer l’efficacité, soit remplacer les facteurs de reprogrammation. 
Les composés identifiés agissent sur les mécanismes impliqués dans le processus 
de reprogrammation. Parmi ces composés (Tableau 7), on trouve des inhibiteurs des 
histones déacétylases, des inhibiteurs des histones méthyltransférases ou encore 
des inhibiteurs de diverses voies métaboliques impliquées dans la reprogrammation 
comme des inhibiteurs du récepteur au TGFβ.  
Il a été montré que certaines molécules pouvaient remplacer certains facteurs de 
reprogrammation. Par exemple, la molécule Repsox (inhibiteur de la voie TGFβ) a pu 
remplacer le facteur SOX2 en induisant l’expression de Nanog dans des fibroblastes 
murins (Ichida et al., 2009), et la kenpaullone a pu compenser l’absence de KLF4 
(Lyssiotis et al., 2009). 
Malgré toutes ces études, il n’est pas encore possible aujourd’hui de générer des iPS 
uniquement avec des molécules. 
Molécule Type 
Origine des cellules 
 reprogrammées 
BIX-01294 Inhibiteur d'histone méthyltransférase Murine 
Parnate Inhibieteur de la H3K4 déméthylase Humaine 
5-azacitidine Inhibiteur de méthyltransférase de l'ADN Murine 
RG108 Inhibiteur de méthyltransférase de l'ADN Murine 
Trichostatine A (TSA) Inhibiteur d'histone déacetylases Murine 
Acide suberoylanilide 
 hydroxamique (SAHA) Inhibiteur d'histone déacetylases Murine 
Acide valproïque (VPA) Inhibiteur d'histone déacetylases Humaine 
CHIR99021 
Inhibiteur de la Glycogène synthase 
 kinase 3 (GSK3) Murine/humaine 
Kenpaullone 
Inhibiteur de la Glycogène synthase  
kinase 3 (GSK3) Murine 
A-83-01 Inhibiteur de la voie du TGFβ Humaine 
E-616451 Inhibiteur de la voie du TGFβ Murine 
E-616452 (RepSox) Inhibiteur de la voie du TGFβ Murine 
PD0325901 Inhibiteur des MEK (MAP/Erk kinase) Humaine 
BayK8644 Agoniste pour le canal calcique L Murine 
EI-275 Innhibiteur de la kinase Src Murine 
 
Tableau 7. Molécules favorisant la reprogrammation en cellules iPS. Adapté de (Yuan et al., 2011b). 
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6.3.6.7. Mémoire épigénétique des iPS 
 
Il a été montré que les clones d’iPS présentaient des marques de mémoire 
épigénétique des cellules somatiques avant leur reprogrammation et que ces 
marques pouvaient affecter leur potentiel de différenciation (Kim et al., 2010b; Polo 
et al., 2010). En effet après l’isolement des iPS, ces dernières peuvent continuer à 
exprimer des gènes des cellules somatiques avec un état de la chromatine 
ressemblant à celui des cellules de départ (Polo et al., 2010). Il a été également 
montré que les iPS se différenciaient à ce stade de façon plus efficace dans le 
lignage d’origine que dans les autres (Polo et al., 2010), mais que ce phénotype 
disparaissait au fur et à mesure des passages en culture (Chin et al., 2009, 2010; 
Polo et al., 2010). 
Ces différences moléculaires et fonctionnelles avec les cellules ES semblent 
disparaitre après l’expansion continue des cellules iPS. Cette disparition de mémoire 
épigènétique correspond-t-elle à une évolution de l’ensemble des cellules ou à la 
sélection de quelques cellules correctement reprogrammées ? Cela reste encore 
incertain. L’utilisation de molécules affectant les fonctions épigénétiques comme le 
trichostatin A et la 5-azacytidine peuvent favoriser l’effacement de la mémoire 
épigénétique dans des cellules de moelle osseuse murine ou des fibroblastes murins 
(Kim et al., 2010b). 
 
6.3.7. Modélisation de pathologies neurodégénératives  
 
Le développement de la technologie des cellules iPS a ouvert de nouvelles 
perspectives quant à la modélisation de maladies d’origine génétique connue ou 
sporadiques. Les cellules iPS pouvant être différenciées vers de nombreux types 
cellulaires, il est aujourd’hui possible de prélever des cellules d’un patient, de les 
reprogrammer en cellules iPS puis de différencier ces iPS dans la cellule d’intérêt 
pour en étudier la pathologie. 
  
6.3.7.1. Différenciation des iPS vers les cellules d’intérêt : exemple 
de la différenciation neuronale. 
 
De nombreux protocoles ont été développés et adaptés successivement aux cellules 
ES murines et humaines, puis aux cellules iPS murines et humaines, respectivement.  
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Les types cellulaires différenciés ayant été générés à partir de cellules iPS humaines 
de patients sont indiqués dans le tableau 8. 
Pour la différenciation des cellules iPS en neurones, plusieurs protocoles ont été 
décrits pour générer des cultures de précurseurs neuraux puis pour différencier ces 
précurseurs en différents sous-types de neurones. 
Le premier protocole a décrit la sélection de précurseurs neuraux (PNs) en cultivant 
les iPS dans un milieu favorisant la survie des précurseurs et contenant uniquement 
les facteurs de croissance bFGF et EGF (Ebert et al., 2009), comme pour des 
cultures de neurosphères de rongeurs. Cette approche a permis de générer des 
sphères en suspension qui, après dissociation et adhésion pendant plusieurs 
semaines, contenaient des cellules capables de se différencier en neurones et 
astrocytes. Les inconvénients sont que cette méthode ne permet pas de garder des 
sphères à long terme et que les sphères semblent perdre leur potentiel de 
différenciation avec les passages. Dans ce protocole des motoneurones en faible 
pourcentage ont été générés à partir des PNs. Afin d’orienter la différenciation 
spécifiquement vers la voie du neuroectoderme et empêcher la différenciation vers 
les autres feuillets embryonnaires (endoderme et mésoderme), des protocoles ont 
ensuite décrit l’utilisation de molécules spécifiques capables d’activer ou d’inhiber 
certaines voies. Par exemple, Chambers et col. ont décrit un protocole utilisant des 
cellules iPS adhérentes et traitées avec le SB431542 et la protéine Noggin, deux 
inhibiteurs de la voie du TGFβ. Dans ces conditions ils ont obtenu une population de 
PNs beaucoup plus homogène avec plus de 80% de PNs contre 26% lorsqu’étaient 
utilisées comme support nourricier des cellules stromales connues pour induire la 
différenciation en neurones (Perrier et al., 2004). La différenciation était également 
plus rapide avec ce protocole et des différenciations en motoneurones et neurones 
dopaminergiques ont été réalisées sans obtenir de cultures pures de ces cellules (19 
jours contre 30 à 50) (Chambers et al., 2009). Plus récemment un protocole a décrit 
l’utilisation combinée de la dorsomorphine qui est un inhibiteur de la voie BMP en 
association avec le SB431542. Dans ce protocole cette double inhibition a permis de 
limiter la différenciation des iPS humaines vers les autres lignages et la 
différenciation des cellules iPS en PNs était fortement stimulée (Kim et al., 2010a). 
D’autre part, la mise au point de protocoles impliquant une étape supplémentaire de 
purification manuelle de structures neurales appelées rosettes a permis d’obtenir des 
populations très pures de précurseurs (Hu and Zhang, 2009; Brennand et al., 2011). 
Ces structures sont composées de PNs exprimant spécifiquement le marqueur 
nestine et le facteur de transcription PAX6. A partir de ces cultures de rosettes 
purifiées, des neurones dopaminergiques (Brennand et al., 2011), ou des 
motoneurones (Hu and Zhang, 2009) ont pu être obtenus. 
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6.3.7.2. Modélisation de maladies neurodégénératives. 
 
Les maladies pouvant être modélisées peuvent être séparées en plusieurs 
catégories selon qu’elles sont d’une part soit monogéniques, multigéniques ou sans 
cause connue, et d’autre part à début précoce ou avec un développement plus tardif. 
Depuis la première génération de cellules iPS humaines, de nombreuses maladies 
ont été modélisées. Les premières publications ne décrivaient que la génération 
d’iPS sans description de phénotype. Les première maladies pour lesquelles des 
phénotypes ont été décrits, ont été des maladies monogéniques à début précoce 
(Ebert et al., 2009; Lee et al., 2009). Ces pathologies semblaient plus aisées à 
modéliser à l’aide d’iPS car elles se déclenchent tôt et que leur phénotype est en 
règle générale en partie connu. Dans le cas des maladies « plus complexes » 
comme l’autisme, ou la schizophrénie, la modélisation semblait plus délicate, mais il 
a été possible très récemment de déterminer certains phénotypes (Marchetto et al., 
2010; Brennand et al., 2011). Une liste non exhaustive des pathologies ayant été 
modélisées grâce aux iPS, ainsi que le récapitulatif des phénotypes observés sont 
présentés Table 8. 
Quelques exemples sont décrits ici : 
 Exemple d’une maladie monogénique de l’enfant : modélisation de 
l’amyotrophie spinale proximale (SMA : Proximal spinal muscular atrophy). 
La première étude décrivant la génération d’un modèle iPS produisant un phénotype 
a été publié en 2009. Ebert et col. ont généré des iPS à partir de fibroblastes d’un 
patient de trois ans atteins de SMA et de sa mère qui n’était pas affectée. La SMA 
est une pathologie neurodégénérative autosomale juvénile récessive causée par des 
mutations dans le gène SMN1. Cette pathologie se caractérise par la mort sélective 
des motoneurones α. Dans cette publication, ils ont montré une diminution du 
nombre de motoneurones différenciés à partir des cellules iPS ainsi qu’une réduction 
de leur taille. Ils ont également décrit que les cellules iPS de patient présentaient un 
niveau de protéine SMN1 réduite. Enfin, ils ont montré que le traitement des cellules 
iPS avec de l’’acide valproïque permettait de restaurer le niveau de SMN dans les 
iPS (Ebert et al., 2009). Si les phénotypes décrits dans cette étude étaient plutôt 
descriptifs et peu détaillés, elle est la première à avoir montré que les cellules iPS 
pouvaient reproduire un phénotype. 
 Autre exemple d’une maladie monogénique de l’enfant : Modélisation de la 
dysautonomie familiale 
Une autre étude beaucoup plus complète a montré des phénotypes sur des sous-
types de neurones bien identifiés dérivés de cellules iPS pour modéliser la 
dysautonomie familiale. Cette maladie est une neuropathie juvénile causée par une 
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mutation dans le gène IKBKAP qui entraîne un défaut d’épissage tissu-spécifique et 
qui provoque une diminution du niveau de la protéine IKAP. La maladie se 
caractérise par une déplétion spécifique des neurones sensoriels du système 
nerveux périphérique. Cette maladie ne disposant pas de modèle animal, sa 
modélisation avec les iPS était donc particulièrement intéressante. Ils ont montré des 
défauts d’épissage dans les précurseurs des cellules de la crête neurale et dans des 
cellules différenciées avec une diminution du nombre de neurones Mash1 et des 
anomalies de la migration. De plus, ils ont décrit que la kinetin permettait de corriger 
partiellement le phénotype (Lee et al., 2009). 
 Exemple d’une maladie monogénique de l’adulte : modélisation d’une forme 
génétique de la maladie de Parkinson 
La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative qui peut être d’origine 
génétique. Dans cette étude, Nguyen et col. ont modélisé la maladie à partir de 
cellules de patients de plus de 50 ans porteurs de mutations dans le gène PINK1. Ce 
gène code une protéine kinase mitochondriale. Ils ont généré des neurones 
dopaminergiques et ont montré des défauts mitochondriaux dans ces neurones. Ils 
ont également montré que ces altérations pouvaient être corrigées par transfert de 
gène (Nguyen et al., 2011). 
 Exemple d’une maladie sans cause connue chez le jeune adulte : 
modélisation de la schizophrénie. 
La schizophrénie est un trouble mental qui se déclenche généralement au début de 
la vie adulte. Les causes génétiques restent mal identifiées. Brennand et col ont 
modélisé cette pathologie à partir de quatre patients âgés de 23 à 27 ans. Lors de 
cette étude, ils ont observé une diminution des connexions neurales et une 
diminution du nombre de neurites dans des neurones principalement 
glutamatergiques (~60%) mais aussi gabaergiques (~30%) et dopaminergiques 
(~10%). De plus, ils ont montré que le niveau d’expression de composants des voies 
de signalisation de l’AMPc et WNT étaient altérés. Ils ont donc pu reproduire 
quelques phénotypes observés post-mortem dans le cerveau de patients et chez des 
animaux modèles. Enfin, ils ont décrit une correction de phénotype à l’aide de la 
loxapine (un antipsychotique) qui accroit les connexions neuronales (Brennand et al., 
2011). 
 Exemple d’une maladie de l’adulte avec formes génétiques et sporadiques : 
modélisation de la maladie d’Alzheimer  
Récemment Israel et col. ont modélisé des formes sporadiques de la maladie 
d’Alzheimer à l’aide de cellule iPS à partir de deux patients de 51 et 83 ans. Ils ont 
généré des neurones à partir des iPS de patients et ils ont triés ces neurones. Ils ont 
modélisé la pathologie en montrant un haut niveau de marqueurs pathologiques 
connus tels que les amyloid-β (1-40), phospho-Tau (Thr231). Ils ont ensuite montré 
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une accumulation de grands endosomes précoces contenant la protéine Rab5 (Israel 
et al., 2012).  
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Pathologie Défaut 
moléculaire 
Phénotype observé Type cellulaires 
différenciées in 
vitro 
Référence 
ADA-SCID 
(déficit en adénosine 
désaminase 
responsable d’un déficit 
immunitaire combiné 
sévère) 
Mutation dans le 
gène ADA 
Non déterminé Aucun (Park et al., 
2008a) 
Adrénoleucodystrophie 
liée à l’X 
Mutation dans le 
gène ABCD1 
Augmentation du niveau de 
VLCFA (acide graas à très 
longue chaîne) dans les 
oligodendrocytes dérivés des 
iPS de patient qui est réduite 
après un traitement avec de la 
lovastatin ou du 4-
phénylbutirate. 
Oligodendrocytes 
et neurones 
(Jang et al., 
2011) 
Amyotrophie spinale Mutation dans le 
gène SMN1 
Diminution du niveau de SMN 
dans les iPS. Réduction de la 
taille et du nombre de 
motoneurones.  
Neurones, 
astrocytes, 
motoneurones 
(Ebert et al., 
2009) 
Atrophie gyrée Mutation dans le 
gène OAT 
Non déterminé Aucun (Howden et al., 
2011) 
Cardiomyopathie dilatée 
familiale 
Mutation dans le 
gène LMNA 
causant une 
haplo-insuffisance 
Anomalie de la membrane 
nucléaire, augmentation de la 
sénescence et de la 
susceptibilité à l’apoptose des 
iPS. 
Aucun (Ho et al., 
2011a) 
Chondrodysplasie 
métaphysaire 
autosomique récessive 
(Hypoplasie cartilage-
cheveux) 
Mutation dans le 
gène RMRP 
Non déterminée Aucun (Pessach et 
al., 2011) 
Cholestase progressive 
familiale héréditaire 
Inconnue Non déterminé Hépatocytes (Ghodsizadeh 
et al., 2010) 
Déficit en α1-
antitrypsine 
Mutation dans le 
gène de l’α1-
antitripsine 
Polymérisation de l’ α1-
antitripsine 
Hépatocytes (Rashid et al., 
2010; Somers 
et al., 2010) 
Diabète de type I Multifactorielle et 
inconnue 
Non déterminé Cellules 
pancréatique β 
(Park et al., 
2008a; Maehr 
et al., 2009) 
Drépanocytose Mutation dans le 
gène HBB 
Non déterminé 
 
Cellules 
hématopoïétiques 
(Somers et al., 
2010) 
Dyskératose 
congénitale 
Mutation dans les 
gènes DKC1, 
TERT ou TCAB1 
Raccourcissement progressif 
des télomères et perte de la 
capacité d’autorenouvellement 
des iPS 
Aucun (Agarwal et al., 
2010; Batista 
et al., 2011) 
Dysotonomie familiale Mutation dans le 
gène IKBKAP 
Diminution de l’expression de 
gènes impliqués dans la 
neurogenèse et dans la 
différentiation neuronale. 
Défauts dans la migration des 
cellules de la crète neurale. 
Neurones, cellules 
hématopoïétiques, 
cellules 
endothéliales et 
cellules 
endodermales. 
(Lee et al., 
2009) 
Dystrophie musculaire 
de Becker 
Mutation dans le 
gène de la 
dystrophine 
Non déterminé Aucun (Park et al., 
2008a) 
Dystrophie musculaire 
de Duchenne 
Mutation dans le 
gène de la 
dystrophine 
Perte de l’expression de la 
dystrophine dans les tissus 
musclulaires issus d’iPS de 
patients  
Aucun (Kazuki et al., 
2010) 
Epidermolyse bulleuse 
dystrophique 
Mutation dans le 
gène COL7A1 
Perte de l’expression du 
collagène de type VII restauré 
par correction génétique. Pas de 
différence de formation d’un 
équivalent de peau 
tridimensionnelle entre les 
patients et les contrôles 
Cellules 
hématopoïétiques, 
épidermiques, 
kératinocytes 
(Itoh et al., 
2011; Tolar et 
al., 2011b) 
Glycogénose de type I Déficit en glucose-
6-phosphate 
Hyper-accumulation de 
glycogène 
Hépatocytes (Ghodsizadeh 
et al., 2010; 
Rashid et al., 
2010) 
Granulomatose septique 
chronique liée à l’X 
Déficience en 
CYBB 
Perte de la production de ROS 
dans les neutrophiles qui est 
Neutrophiles (Zou et al., 
2011) 
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corrigée par l’insertion du mini-
gène CYBB 
Maladie de Huntington Expansion tri-
nucléotidique dans 
le gène de la 
huntingtine 
Non déterminé Aucun 
 
(Park et al., 
2008a) 
Maladie de Parkinson Mutation dans les 
gènes LRRK2, 
PINK1 ou 
inconnue. 
Altération des fonctions 
mitochondriales dans les 
neurones dopaminergiques 
mutants pour PINK1 corrigée 
par l’expression du gène à l’aide 
d’un vecteur lentivirale. 
Sensibilité au stress oxydatifs 
des neurones mutants pour 
LRRK2. 
Neurones 
dopaminergiques, 
neurones 
 
(Park et al., 
2008a; Soldner 
et al., 2009; 
Hargus et al., 
2010; 
Swistowski et 
al., 2010; 
Nguyen et al., 
2011; Seibler 
et al., 2011) 
Maladie de Wilson Mutation dans le 
gène ATP7B 
Défaut de localisation de la 
protéine ATP7B mutante et 
altération dans transport du 
cuivre dans les hépatocytes 
dérivés d’iPS de patients, 
corrigé par le transfert du gène 
ou par un traitement avec de la 
curcumine 
Hépatocytes (Zhang et al., 
2011b) 
MPSI (Syndrome de 
Hurler) 
Déficience en 
IDUA 
Non déterminé Cellules 
hématopoïétiques 
(Tolar et al., 
2011a) 
MPSIIIB (Syndrome de 
Sanfilippo) 
Déficience en 
NAGLU 
Les iPS et les neurones 
montrent des défauts de 
surcharges lysosomales et des 
anomalies de l’appareil de Golgi 
Précurseurs 
neuraux et 
neurones 
(Lemonnier et 
al., 2011) 
Muccovicidose Mutation dans le 
gène CFTR 
Non déterminé Auncun (Somers et al., 
2010) 
Polyglobulie de Vaquez 
(Polycytémie rubra vera) 
Mutation 
ponctuelle 
hétérozitgote dans 
le gène JAK2 
Augmentation de l’érythropoïèse Progéniteurs 
hématopoïétiques 
(Ye et al., 
2009) 
Progeria (syndrome de 
Hutchinson-Gilford) 
Mutation dans le 
gène LMNA 
Accélération de la sénescence 
cellulaire, accumulation de 
progérine, altération de l’ADN, 
anomalie nucléaire, inclusions 
dans les cellules musculaire 
lisses qui sont corrigées par 
réparation du gène. 
Cellules 
musculaires lisses 
(Ho et al., 
2011a; Liu et 
al., 2011a, 
2011b; Zhang 
et al., 2011a) 
 
Rétinite pigmentaire Mutation dans les 
gènes RP1, RP9, 
PRPH2 ou RHO. 
Diminution du nombre de 
cellules en bâtonnet et 
expression de marqueur de 
stress cellulaire. 
Progéniteurs 
rétiniens, 
Précurseurs de 
photorécepteurs, 
cellules 
pigmentaires de 
l’épithélium de la 
rétine et cellules 
photoréceptrices 
en bâtonnet. 
(Jin et al., 
2011) 
Schizophrénie Inconnue Diminution des connexions 
neuronales dans les neurones 
issus d’iPS de patients et 
diminution du nombre de 
neurites, de l’expression de 
PSD95 et du récepteur au 
glutamate. Le traitement avec de 
la loxapine augmente la 
connectivité neuronale. 
Neurones (Brennand et 
al., 2011) 
Sclérodermie Inconnue Non déterminé Aucun (Somers et al., 
2010) 
Sclérose latérale 
amyotrophique familiale 
Mutation dans le 
gène SOD1 
Non déterminé Motoneurones et 
cellules gliales 
(Dimos et al., 
2008) 
Sclérose latérale 
amyotrophique familiale 
Mutation P56S 
dans le gène 
VAPB 
Réduction dans le niveau de 
VAPB dans les fibroblastes, les 
iPS et les motoneurones dérivés 
des iPS de patients. 
Motoneurones (Mitne-Neto et 
al., 2011) 
Sclérose latérale 
amyotrophique familiale 
Mutation M337V 
ou Q334R, M337V 
et 298S dans le 
gène TARDBP 
Accumulation de TDP43 soluble 
et insoluble dans les iPS et dans 
des populations neuronales 
contenant des motoneurones 
Motoneurones (Bilican et al., 
2012; Egawa 
et al., 2012) 
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issus d’iPS de patients M337V. 
Sensibilité au stress oxydatif 
accrue des motoneurones. 
 
Syndrome de Crigler-
Najjar 
Mutation dans le 
gène UGT1A1 
Non déterminé Hépatocytes (Ghodsizadeh 
et al., 2010) 
Syndrome de Down Trisomie 21 Non déterminé Aucun (Park et al., 
2008a) 
Syndrome de Lesch-
Nyhan 
Hétérozygotie du 
gène HPRT1 
Non déterminé Aucun (Park et al., 
2008a) 
Syndrome de Rett Mutation dans le 
gène MECP2 
Diminution du nombre de 
synapses, réduction du nombre 
d’épines dendritiques et mobilité 
du rétrotransposon LINE1 
élevée. 
Progéniteur 
neuraux, neurones 
(Hotta et al., 
2009; 
Marchetto et 
al., 2010) 
Syndrome de 
Shwachman-Bodian-
Diamond 
Mutation dans le 
gène SBDS 
Non déterminé Aucun (Park et al., 
2008a) 
Syndrome de Werner 
atypique 
Mutation dans le 
gène LMNA 
Anomalie de la membrane 
nucléaire. Augmentation de la 
sénescence et de la 
susceptibilité à l’apoptose des 
iPS. 
Aucun (Ho et al., 
2011a) 
Syndrome du long QT Mutation dans le 
gène codant 
KCNQ1 ou 
KCNH2 
Arythmogénicité dans les 
cellules cardiaques corrigée par 
un traitement avec de la 
ranolazine 
Cardiomyocytes (Itzhaki et al., 
2011) 
Syndrome du X fragile Expansion de 
triplet CGG 
causant 
l’extinction de 
l’expression du 
gène FMR1 
Non déterminé Aucun (Urbach et al., 
2010) 
Syndrome LEOPARD Mutation 
hétérozygote dans 
le gène PTPN11 
Hypertrophie des 
cardiomyocytes, localisation 
nucléaire de NFATC4. 
Cardiomyocytes (Carvajal-
Vergara et al., 
2010) 
Tyrosinémie de type I Mutation dans le 
gène de la 
fumarylacetoaceta
te hydrolase 
Non déterminé Hépatocytes (Ghodsizadeh 
et al., 2010) 
β-thalassémie Délétion dans le 
gène de la β-
globine 
Non déterminé Cellules 
hématopoïétiques 
(Hussein et al., 
2011) 
 
Tableau 8 : Pathologies humaines pour lesquels des iPS ont été générées à partir de cellules de 
patients. Les types cellulaires différenciés à partir des iPS sont également indiqués. Adapté de 
(Grskovic et al., 2011a; Robinton and Daley, 2012). 
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6.3.8. Criblage moléculaire thérapeutique 
 
Un autre grand intérêt des cellules iPS est la possibilité de les utiliser pour mettre en 
place des plateformes de criblage moléculaire. Ce type de procédé est déjà utilisé 
avec des cellules ES et permet de rechercher des composés moléculaires qui 
pourraient affecter la capacité des cellules ES à s’auto-renouveler, à survivre ou à se 
différencier (Maury et al., 2012) (Figure 19). Néanmoins, au vu des capacités de 
différenciation des cellules ES humaines, la mise en place de systèmes de criblage à 
partir de cellules différenciées à partir des cellules ES semble encore plus 
intéressante.  
Dans ce contexte, les cellules iPS présentent un grand intérêt, puisqu’il serait 
possible de réaliser ce criblage directement sur les cellules d’intérêt dérivées de 
patient. Différentes études menées sur des cellules différenciées à partir d’iPS ont 
montré qu’il serait possible d’utiliser ces cellules pour tester des composés 
moléculaires (Ebert et al., 2009; Lee et al., 2009; Brennand et al., 2011). Mais afin de 
pouvoir mettre en place ce type d’analyse, il est nécessaire de disposer de cellules 
différenciées homogènes, en grande quantité et qui présentent un phénotype 
caractéristique de la maladie. La mise en place de tels systèmes pour des cultures 
de cellules comme les neurones qui peuvent nécessiter pour certains sous-types des 
protocoles de différenciation de plusieurs semaines semble compliquée. Par contre, 
les PNs qui peuvent être facilement amplifiés et conservés congelés pourraient être 
plus appropriés. 
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Figure 19. La génération de cellules souches pluripotentes peut être adaptée pour le criblage à au 
débit (Maury et al., 2012). Les cellules pluripotentes d’origine embryonnaire ou reprogrammées 
peuvent être induites à se différencier en type cellulaires déterminés de l’organisme humain. Des 
précurseurs du tissu d’intérêt peuvent être utilisés pour un criblage pré-clinique de molécules et ainsi 
identifier de nouveaux composés et évaluer leur efficacité et leur innocuité dans des cellules plus 
spécialisées. Ces résultats précliniques pourraient alors être utilisés dans les étapes suivantes du 
développement de ces médicaments. 
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6.3.9. Thérapie cellulaire 
 
Enfin, une autre application possible des cellules iPS humaines est la thérapie 
cellulaire. En effet, comme pour les cellules ES humaines, leur capacité à former 
l’intégralité des cellules de l’organisme permet d’envisager de les utiliser comme 
source de cellules spécialisées pouvant être greffées chez les patients. De plus, 
contrairement aux cellules ES humaines, les cellules iPS peuvent être patient-
spécifique et pourraient permettre de résoudre les risques immunologiques inhérents 
aux greffes. 
Un certain nombre de problèmes posés par ces cellules iPS humaines nécessite 
cependant d’être résolu avant une utilisation médicale.  
Le premier point concerne la méthode de génération des iPS. L’utilisation de 
vecteurs intégratifs ne pourra pas être faite pour la reprogrammation. Mais, comme 
nous l’avons vu au Chapitre 7.3.5, des méthodes alternatives ont aujourd’hui été 
développées et devront être les méthodes choisies pour une application de thérapie 
cellulaire. Un second point concerne la propension des iPS, comme des ES, à former 
des tumeurs lorsqu’elles sont greffées in vivo. Le développement de protocoles de 
différenciation très définis associés à la mise au point de méthodes de tri cellulaire 
permettant d’éliminer les cellules insuffisamment différenciées pouvant former des 
tumeurs, sera nécessaire pour greffer ces cellules dans les meilleures conditions de 
sécurité à des patients. Enfin, comme nous en reparlerons dans la Discussion, au 
Chapitre 3.2, la présence de mutations génétiques dans les iPS pourrait également 
présenter un frein à leur utilisation.  
Plusieurs études dans des modèles animaux ont montré la capacité de cellules 
différenciées à partir de cellules ES ou iPS à s’intégrer durablement dans les tissus 
et éventuellement à améliorer un phénotype pathologique (Carr et al., 2009; Hargus 
et al., 2010; Lamba et al., 2010; Tucker et al., 2011; Yan et al., 2011; Fujimoto et al., 
2012). D’autre part, deux essais cliniques utilisant des cellules différenciées à partir 
de cellules ES humaines ont déjà été autorisés aux Etats Unis. Le premier a été 
réalisé par la société Geron. Il a été conduit sur des patients ayant subit une lésion 
de la moelle épinière. Il a consisté en la greffe de précurseurs d’oligodendrocytes 
différenciés à partir de cellules ES humaines dans la moelle épinière de ces patients. 
Cet essai a été arrêté après le traitement de deux patients pour des raisons 
financières. Les résultats des greffes chez ces deux patients ne sont pas connus. Le 
second essai autorisé est actuellement réalisé par la société Advancedcell. Il 
concerne la maladie de Stargardt (Dégénérescence maculaire juvénile) et la 
dégénérescence maculaire liée à l’âge. Cet essai est basé sur la greffe de cellules 
pigmentaires de l’épithélium rétinien différenciées à partir de cellules ES humaines. 
Des premiers résultats ont été publiés (Schwartz et al., 2012) et semblent indiquer 
l’absence d’inflammation et d’hyper-prolifération des cellules, et l’intégration des 
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cellules greffées dans l’épithélium pigmentaire rétinien de patients. Il semblerait 
également que la vision des patients soit améliorée. Ce dernier essai suggère donc 
que les cellules souches pluripotentes pouraient être utilisées en thérapie cellulaire. 
Les quelques études réalisées à ce jour à partir de cellules différenciées dérivées de 
cellules iPS ou des ES humaines indiquent qu’elles possèdent un fort potentiel pour 
la thérapie cellulaire. Néanmoins, de plus amples analyses et mises au point sont 
nécessaires avant de pouvoir greffer ces cellules à de nombreux patients. 
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Objectifs 
 
 
En 2008 la technologie permettant la reprogrammation de cellules somatiques en 
cellules iPS avait été décrite à partir de cellules murines depuis 2 ans (Takahashi 
and Yamanaka, 2006) et depuis moins d’un an à partir de cellules humaines 
(Takahashi et al., 2007). 
La première étape de mon projet de thèse à été de développer les outils nécessaires 
pour reprogrammer des fibroblastes humains en cellules iPS, de développer les 
techniques nécessaires à la culture de ces cellules, ainsi que celles permettant de 
les caractériser. J’ai ensuite mis au point des protocoles de différenciation des 
cellules iPS en cellules neurales et j’ai analysé et recherché des défauts 
pathologiques dans les cellules iPS et les cellules différenciées potentiellement 
affectées dans des pathologies neurodégénératives. 
Lorsque j’ai commencé mes travaux, seules deux études décrivant la génération de 
cellules iPS à partir de fibroblastes de malades avaient été publiées (Dimos et al., 
2008; Park et al., 2008a). L’étude réalisée par Dimos et col. a montré que des 
fibroblastes de patients très âgés (82 et 89 ans), et atteints de SLA familiale causée 
par une mutation dans le gène SOD1 (L144F) pouvaient être reprogrammés en 
cellules iPS. Ces cellules ont ensuite été différenciées en motoneurones, mais 
aucune analyse phénotypique n’a été décrite. L’étude menée par Park et col. a décrit 
la génération de cellules iPS à partir de cellules de patients atteints de différentes 
pathologies telles que la trisomie 21 (ou syndrome de Down), la maladie de Gaucher 
de type III, la dystrophie musculaire de Duchenne, la chorée de Huntington ou 
encore la maladie de Parkinson. Cependant, comme pour l’étude de Dimos et col., 
aucun phénotype associé à ces pathologies n’a été décrit. En conclusion, ces deux 
études ont apporté la preuve qu’il était possible de reprogrammer en cellules iPS des 
cellules somatiques de malades jeunes ou agés et atteints de maladies 
neurodégénératives, mais le fait que les cellules iPS pouvaient permettre de 
modéliser des pathologies humaines n’était pas démontré. 
Afin d’utiliser les cellules iPS comme outils de modélisation de maladies 
neurodégénératives, il était alors indispensable de montrer que les cellules générées 
à partir des cellules iPS de patients pouvaient présenter des phénotypes 
caractéristiques de la maladie. Sachant que la plupart des maladies 
neurodégénératives se déclarent tardivement et que le processus de 
reprogrammation en cellules iPS entraine un rajeunissement des cellules à un stade 
équivalent au stade embryonnaire, il n’était pas acquis que les neurones générés à 
partir d’iPS de patients présenteraient spontanément des défauts caractéristiques 
des pathologies. 
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D’autre part les maladies neurodégénératives incluent des formes génétiques et des 
formes sporadiques sans cause connue. Avant de s’intéresser à des formes 
sporadiques, il nous est apparu nécessaire de montrer qu’il était possible de créer 
des modèles de maladies neurodégénératives monogéniques à forte pénétrance, 
pour lequel des phénotypes connus étaient décrits chez la souris ou dans des 
biopsies post-mortem humaines afin de pouvoir valider le modèle iPS comme un outil 
d’étude, pour ensuite pouvoir élucider de nouveaux mécanismes pathologiques. 
Dans un premier travail, je me suis intéressé à la mise en place d’un modèle humain 
pour la maladie neurodégénérative infantile monogénique : la MPSIIIB.  
Cette maladie est étudiée dans le laboratoire depuis de nombreuses années. Les 
causes de cette maladie sont bien déterminées aux niveaux génétique et 
biochimique et cette maladie dispose d’un modèle murin reproduisant la pathologie 
humaine. A l’aide de ce modèle et de biopsies post-mortem, le laboratoire (Cressant 
et al., 2004; Ausseil et al., 2008; Hocquemiller et al., 2010; Vitry et al., 2010) et 
d’autres groupes (Hadfield et al., 1980; Ryazantsev et al., 2007; Ohmi et al., 2009) 
ont réalisées des études qui ont permis de mieux comprendre les processus 
pathologiques. Ainsi un certain nombre de caractéristiques ont été décrites telles que 
l’accumulation de vésicules distendues dans les cellules neurales ou l’accumulation 
secondaire de gangliosides (Hadfield et al., 1980; Tamagawa et al., 1985). 
Néanmoins, le lien entre l’accumulation d’HS partiellement dégradés et le 
dysfonctionnement des neurones demeure indéterminé. Dans ce contexte les 
objectifs de mon travail étaient de i) générer un modèle iPS humain de la maladie, ii) 
valider ce modèle en reproduisant dans les neurones humains des phénotypes 
précédemment décrits chez la souris ou l’homme, et iii) identifier de nouveaux 
mécanismes impliqués dans le processus neurodégénératif. Ces travaux sont décrits 
dans l’article 1 et les résultats de la Partie 2. 
 
La seconde partie de mon travail a porté sur la génération d’un modèle cellulaire 
humain pour la SLA.  
Ce syndrome neurodégénératif se déclare en général vers l’âge de 50 ans et la 
plupart des cas sont d’origine inconnue. Nous avons choisi de modéliser une forme 
génétique et juvénile de SLA: la forme ALS2/Alsine. Les mutations dans le gène 
ALS2 entrainent des formes infantiles ou juvéniles de maladies des motoneurones. 
La perte de fonction de la protéine Alsine entraine la dégénérescence des 
motoneurones supérieurs dès le plus jeune âge des patients (début entre 0 et 6 ans). 
Les motoneurones supérieurs sont des neurones pyramidaux glutamatergiques 
situés dans le cortex moteur. Ils sont directement connectés aux motoneurones 
inférieurs. Suivant les formes, les motoneurones inférieurs peuvent également être 
affectés. Les motoneurones inférieurs sont situés dans le bulbe et dans la moelle 
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épinière, ce sont des neurones cholinergiques et ils sont directement connectés aux 
muscles. 
Il n’existe pas aujourd’hui de bon modèle d’étude de cette forme de SLA. En effet, les 
souris invalidées pour le gène codant l’alsine ne reproduisent pas ou peu la maladie 
humaine (Cai et al., 2008). De plus, à l’heure actuelle, il n’y a pas eu d’analyses 
possibles sur des biopsies post-mortem de patients. Ainsi, les seuls modèles 
disponibles pour modéliser la maladie sont des modèles de sur- ou sous-expression 
du gène. Des phénotypes ont été mis en évidence soit dans des cellules où 
l’expression du gène était éteinte par des ARNsh (Jacquier et al., 2006, 2009), soit 
dans le modèle du poisson zèbre chez qui l’expression de la protéine a été éteinte 
par des morpholinos antisens (Gros-Louis et al., 2008). Les phénotypes sont 
principalement liés à des perturbations du trafic vésiculaire et de la croissance 
axonale. Les objectifs de mon travail étaient de i) générer un modèle iPS humain de 
la maladie et ii) valider ce modèle en reproduisant dans les neurones humains les 
phénotypes précédemment décrits ci-dessus, afin de mieux comprendre la 
physiopathologie de cette maladie. Ces travaux sont décrits dans la Partie 3 des 
résultats. 
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Résultats 
 
 
1. Modélisation de défauts neuronaux associés à la 
mucopolysaccharidose de type IIIB à l’aide de cellules 
souches pluripotentes induites humaines - (Article 1). 
 
 Résumé 
 
1.1. Introduction. 
 
Les maladies neurodégénératives sont principalement des maladies qui touchent 
l’adulte. Néanmoins, certaines sont aussi des maladies infantiles. Ces formes sont le 
plus souvent provoquées par des défauts dans le métabolisme comme dans le cas 
des maladies de surcharge lysosomale.  
Ces pathologies sont provoquées par une interruption dans les voies de dégradation 
et de recyclage. Les défauts génétiques et biochimiques en causes sont bien décrits, 
mais malgré la génération de modèles murins et l’utilisation de modèles cellulaires, la 
cascade des évènements partant de l’accumulation de métabolites partiellement 
dégradés et aboutissant à la dégénérescence des neurones reste mal connue.  
La mucopolysaccharidose de type IIIB ou MPSIIIB est une maladie lysosomale 
causée par une déficience en enzyme NAGLU. Cette maladie se traduit par une 
sévère atteinte neurologique des enfants qui contraste avec des atteintes 
périphériques modérées. Les altérations dans cette pathologie sont prédominantes 
dans le SNC. L’étude des cellules du SNC est donc indispensable pour comprendre 
les mécanismes conduisant à la neurodégénerescence.  
Une des principales caractéristiques de la maladie est la présence dans le SNC de 
vacuoles intra-cytoplasmiques avec des caractéristiques de lysosomes. Ceci a été 
montré à la fois au stade terminal de la maladie dans des biopsies post-mortem de 
patients et dans le SNC de souris MPSIIIB. Il a également été montré que ces 
vacuoles étaient associées à des altérations de l’appareil de Golgi et à une 
expression modifiée de la protéine de la matrice golgienne GM130. Ces derniers 
résultats ont été obtenus dans le laboratoire en même temps que le travail décrit ici 
était réalisé (Vitry et al., 2010; Roy et al., 2012). 
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La reprogrammation de fibroblastes de patients en cellules iPS permettant pour la 
première fois un accès à des neurones humains, nous avons généré un modèle 
humain unique de MPSIIIB afin de pouvoir étudier la pathologie au cours de la 
différenciation de la cellule souche iPS vers le précurseur neural et le neurone 
mature. 
 
1.2. L’isolement des cellules iPS de patients MPSIIIB a nécessité 
l’apport de l’enzyme manquante aux cellules. 
 
Des cultures de fibroblastes de peau ont été établies pour un volontaire sain et deux 
patients atteints de MPSIIIB. Ces cellules ont été obtenues du Centre de Ressources 
Biologiques de Lyon et toutes les autorisations pour les manipuler ont été obtenues 
en accord avec la loi.  
Aucune activité de l’enzyme NAGLU n’a été détectée dans les cellules des patients 
par rapport au contrôle. Les fibroblastes ont été reprogrammés à l’aide de vecteurs 
rétroviraux codant soit pour les quatre facteurs de reprogrammation (OCT4, SOX2, 
KLF4 et c-MYC) dans le cas du « patient 1 » et des fibroblastes contrôles, soit avec 
uniquement trois facteurs (OCT4, SOX2, KLF4) dans le cas du « patient 2 » et de 
fibroblastes contrôles. Ces fibroblastes génétiquement modifiés ont ensuite été 
cultivés sur un tapis de cellules nourricières. Ces cellules sont des fibroblastes 
embryonnaires murins irradiés appelés iMEF. Des clones présentant la morphologie 
de cellules ES humaines et exprimant l’alcaline phosphatase ont commencé à 
apparaitre après 3 à 4 semaines chez les contrôles comme chez les patients, 
indiquant que l’efficacité de reprogrammation étant similaire chez les patients et les 
contrôles (0,1% des fibroblastes de départ avec les 4 vecteurs et 0,01% sans c-
MYC). Alors que les clones de cellules iPS issus des fibroblastes contrôles ont 
rapidement proliféré et ont pu être clonés et amplifiés efficacement (87,5%), les 
clones d’iPS de patients ont peu ou pas proliféré et l’efficacité de clonage a été très 
faible (2,5%) (Figure Supplémentaire 1). 
Les cellules iPS humaines, tout comme les cellules ES humaines, ont besoin du 
bFGF pour proliférer. La fixation du bFGF à son récepteur nécessite des interactions 
avec des protéoglycanes d’HS. Or, les cellules MPSIIIB accumulent des HS 
partiellement dégradés qui sont en partie rejetés dans le milieu extracellulaire. Nous 
avons donc émis l’hypothèse que l’accumulation d’HS partiellement dégradés dans 
les cellules iPS de patients pouvait perturber la signalisation par le bFGF et ainsi 
empêcher la prolifération des clones d’iPS émergents. 
L’enzyme lysosomale NAGLU étant en partie sécrétée dans le milieu extracellulaire 
et pouvant être endocytée par les cellules avoisinantes via le recepteur au mannose-
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6-phosphate, nous avons modifié génétiquement les iMEF sur lesquelles prolifèraient 
les iPS pour qu’elles sécrètent de grande quantité d’enzyme dans le milieu de culture 
afin de transcomplémenter les cellules de patients (iMEF-NAGLU). Dans ces 
conditions, les clones de cellules iPS de patients sont apparus, ont proliféré comme 
les contrôles et ont pu être isolés efficacement (83,3%). 
Trois clones de cellules iPS ont été ensuite choisis pour chaque culture de 
fibroblastes afin de réaliser des caractérisations détaillées. 
 
1.3. Caractérisation des clones d’iPS.  
 
Une fois les clones de cellules iPS générés, isolés et amplifiés, la première étape a 
été de s’assurer qu’ils avaient des caractéristiques de cellules souches pluripotentes 
(Figure 1). Pour ce faire, nous avons vérifié que les cellules iPS possédaient les 
caractéristiques moléculaires et fonctionnelles des cellules ES humaines. Au niveau 
moléculaire, nous avons montré que les cellules iPS de patients, comme celles des 
contrôles exprimaient les marqueurs de pluripotence tels que les marqueurs de 
surface SSEA-4 et TRA-1-60, et les facteurs de transcription OCT4 et NANOG 
(Figure 1A). 
D‘autre part, il a été montré que les promoteurs des vecteurs rétroviraux utilisés pour 
reprogrammer les cellules étaient inactivés dans les cellules souches pluripotentes 
(Takahashi et al., 2007). Nous avons analysé l’expression des vecteurs transduits 
par RT-PCR quantitative et nous avons montré une extinction des vecteurs 
rétroviraux dans les clones d’iPS générés (Figure 1B). De plus, lors de la 
reprogrammation, des modifications épigénétiques ont lieu, comme la déméthylation 
de promoteurs de gènes tels qu’OCT4 ou NANOG qui sont impliqués dans la 
pluripotence des cellules. Nous avons montré que le promoteur du gène OCT4 était 
déméthylé dans les clones d’iPS (Figure 1D).  
Au niveau fonctionnel, nous avons montré que les cellules iPS étaient capables de 
former des tératomes contenant des cellules des trois feuillets embryonnaires six 
semaines après injection dans les muscles de souris immunodéficientes (Figure1E).  
L’ensemble de ces résultats a indiqué que tous les clones de cellules iPS générés à 
partir des cellules de patients et du sujet contrôle étaient correctement 
reprogrammées en cellules pluripotentes. 
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1.4.  Les cellules iPS de patients ont accumulé des vésicules de 
surcharge et ont présenté des altérations de l’appareil de Golgi. 
 
Afin de reproduire les conséquences pathologiques de la MPSIIIB, il a été nécessaire 
de priver les cellules iPS des patients de l’enzyme apportée par les iMEF-NAGLU. 
Pour ce faire, les cellules iPS de patients ont été cultivées sur une matrice de 
MatrigelTM en présence de bFGF. Après 10 jours dans ces conditions de culture, 
aucune activité enzymatique de la NAGLU n’a été détectée et nous avons observé 
que les cellules souches iPS de patients accumulaient une forte quantité d’HSO, 
ainsi que de nombreuses vésicules distendues exprimant le marqueur lysosomal 
LAMP1 (Figure 2A, 2B). L’observation par microscopie électronique de ces vésicules 
a montré que leur contenu était très hétérogène (Figure 2D), comme décrit 
précedemment dans des neurones murins ou humains post-mortem (Hadfield et al., 
1980; Tamagawa et al., 1985; Vitry et al., 2010). Par ailleurs, les cellules iPS de 
patients accumulaient la protéine LAMP1 alors que l’expression de l’ARNm de celle-
ci n’était pas modifiée (Non montré). 
Des altérations de l’appareil de Golgi ayant été décrites dans les neurones de souris 
MPSIIIB pendant la mise en place de ce modèle (Vitry et al., 2010), nous avons 
analysé si ces mêmes altérations étaient également présentes dans les cellules 
souches pluripotentes humaines des patients. Nous avons montré que la protéine 
golgienne GM130 était présente dans la membrane des vésicules distendues et 
s’accumulaient dans les cellules iPS (Figure 2B,C et F). L’observation de la structure 
de l’appareil de Golgi en microscopie électronique a révélé que celui-ci était 
désorganisé avec des citernes fragmentées, une accumulation de vésicules et 
l’apposition de vésicules de surcharge à proximité des saccules (Figure 2 E). Or, la 
vésicularisation de l’appareil de Golgi durant la mitose n’était pas affectée, ce qui a 
montré que le trafic vésiculaire n’était pas altéré. 
Nous avons donc montré que des cellules souches de patients MPSIIIB présentaient 
une vacuolisation cellulaire identique à celle décrite dans des cellules du SNC chez 
la souris et dans les cerveaux de patients, et des défauts de l’appareil de Golgi 
décrits dans les neurones de souris MPSIIIB par des chercheurs du laboratoire (Vitry 
et al., 2010). Ces résultats ont montré pour la première fois que des défauts 
caractéristiques de la maladie étaient présents dans des cellules souches humaines.  
 
1.5. Pluripotence des cellules iPS de patients. 
 
In vivo, les cellules iPS de patients ont formé des tératomes contenant les cellules 
issues des trois feuillets embryonnaires. Mais, dans ces conditions, les cellules iPS 
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de patients étaient dans un environnement capable d’éliminer les HSO qui 
s’accumulaient puisque les souris greffées étaient normales et donc pouvaient fournir 
l’enzyme manquante aux cellules greffées. Afin d’étudier la différenciation vers les 
trois feuillets embryonnaires dans des cellules iPS de patients en l’absence 
d’enzyme, les cellules ont été cultivées sans iMEF-NAGLU, en suspension pendant 
10 jours, afin de former des corps embryonnaires. Après ce délai, aucune activité 
enzymatique de la NAGLU n’était détectable (Figure supplémentaire 4). Nous avons 
aussi montré que l’activité catalytique d’autres enzymes lysosomales était affectée 
comme cela est fréquemment observé dans les maladies de surcharge lysosomale 
(Figure supplémentaire 4). Après adhésion des corps embryonnaires, nous avons 
montré que les cellules présentes dans les corps embryonnaires issus des iPS de 
patients se différenciaient normalement en cellules des trois feuillets embryonnaires 
et ceci malgré une accumulation de vésicules élargies exprimant LAMP1 (Figure 4). 
Nous avons ainsi montré que, dans ce test, la différenciation des iPS de patient 
n’était pas affectée. 
 
1.6. Les précurseurs neuraux issus des cellules iPS de patients 
ont présenté des profils d’expression génique modifiés. 
 
La MPSIIIB étant une maladie qui affecte principalement le SNC, nous avons 
développé des protocoles pour différencier les cellules iPS en précurseurs neuraux 
et en neurones. Dans ce but, les cellules iPS ont été cultivées en suspension dans 
un milieu induisant la formation de neurosphères. Après deux semaines, les cellules 
qui composaient les neurosphères exprimaient le marqueur de progéniteur neural 
nestine et accumulaient des GAG incluant les HSO (Figure 5B). De façon 
intéressante, les précurseurs neuraux MPSIIIB n’ont pas montré d’accumulation de 
vésicules élargies positives pour le marqueur LAMP1 ou de GM130 (Figure 5C). Ces 
cellules de patients n’avaient pas de propension apoptotique particulière et leur 
observation en microscopie électronique n’a révélé que de rares vacuoles de 
surcharge et peu d’altération de l’appareil de Golgi. 
Afin de savoir si l’accumulation des HSO modifiait des fonctions biologiques même 
en l’absence de pathologie cellulaire majeure, nous avons réalisé des profils 
d’expression génique de cellules accumulant ou non des HSO. Nous nous sommes 
intéressés d’une part aux fibroblastes du patient 2 corrigés ou non à l’aide d’un 
vecteur lentiviral surexprimant l’enzyme manquante, et d’autre part aux neurosphères 
du même patient en comparaison de neurosphères contrôles. 
Dans les fibroblastes, seuls 50 ARNm ont montré des niveaux d’expression qui 
différaient comparativement aux fibroblastes corrigés. Par contre dans les 
neurosphères, 3280 ARNm avaient des niveaux d’expression altérés. 
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Certains gènes avaient des expressions modifiées dans les deux types cellulaires. 
Vingt trois gènes sur les 50 ayant une expression modifiée dans les fibroblastes 
étaient également modifiés dans les neurosphères. Ces gènes codaient pour des 
constituants de la matrice extracellulaire et pour des molécules d’interactions des 
cellules avec la matrice. L’expression de gènes codant pour des protéines impliquées 
dans l’adhérence des cellules et dans la transduction des signaux extracellulaires 
était également perturbée (Table supplémentaire 1). 
Ces résultats nous ont permis de poser de nouvelles questions sur le rôle des HS 
non dégradés dans la maladie et les conséquences de leur accumulation sur divers 
processus cellulaires comme la communication cellulaire, l’adhésion, la mobilité et la 
guidance axonale. Alors que la MPSIIIB n’est pas une maladie du développement, 
nous avons observé que des perturbations des processus développementaux étaient 
possibles avec des modifications dans l’expression de gènes impliqués dans le 
développement du mésoderme et de l’ectoderme, dans la neurogénèse et 
l’angiogénèse. Cette observation était en accord avec les défauts pathologiques 
observés dans les cellules souches iPS des patients. Enfin, l’expression de 
nombreux gènes codant pour les protéines lysosomales ou golgiennes était modifiée 
dans les neurosphères mais pas dans les fibroblastes. Tous les gènes affectés 
codant des protéines lysosomales (hydrolases, pompes à protons, transporteurs 
membranaires…) étaient sous-régulés sauf DRAM (damage-regulated autophagy 
modulator) et CD1d. Les gènes golgiens affectés étaient tous sous-régulés sauf 
GOLM1 (Table supplémentaire 1). 
 
1.7. Les neurones de patients ont montré de fortes lésions de 
surcharge et des atteintes de l’appareil de Golgi. 
 
Les précurseurs neuraux ont ensuite été dissociés et les cellules ont été mises à 
adhérer sur des lamelles couvertes de poly-ornithne et de laminine afin de 
différencier les cellules en neurones matures. Les populations de neurones obtenues 
étaient en majorité GABAergiques et la cinétique de différenciation était équivalente 
entre les patients et les contrôles (Figure 6B). 
Alors que les précurseurs neuraux en suspension présentaient peu d’altérations, les 
neurones de patients cultivés pendant 5 semaines ont présenté une accumulation 
importante de vésicules distendues exprimant LAMP1 (Figure 7A). L’analyse 
ultrastructurale en microscopie électronique a révélé que ces vésicules étaient 
morphologiquement similaires avec celles présentes dans les cellules iPS de patients 
(Figure 6D). D’autre part, les neurones de patients présentaient une accumulation 
des protéines LAMP1 et GM130 (Figure 3E et F). Le marquage de la protéine 
GM130 en immunofluorescence a montré de fréquentes extensions de l’appareil de 
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Golgi dans les neurites. Une quantification précise a montré une dispersion plus 
importante des signaux GM130 loin des corps cellulaires (Figure 7D). En microscopie 
électronique, les cellules présentant une morphologie de neurones présentaient de 
nombreuses altérations de l’appareil de Golgi avec des fragmentations de saccules 
et des associations de vacuoles de surcharge aux citernes (Figure 7E). Par 
quantification nous avons montré que plus de la moitié des complexes golgiens 
étaient désorganisés dans les neurones de patients (Figure 7E). Néanmoins, la 
déstructuration de l’appareil de Golgi en réponse au traitement par la Brefeldine A 
s’est faite normalement dans les cellules de patients, suggérant un trafic vésiculaire 
efficace dans les compartiments pré-golgiens (Figure supplémentaire 2).  
 
1.8. Conclusion. 
 
Dans ce travail nous avons montré qu’il était possible de créer un modèle humain de 
la MPSIIIB. Pour cela nous avons généré des iPS de deux patients MPSIIIB qui ont 
été différenciées en précurseurs neuraux et en neurones matures. Nous avons 
montré que non seulement les neurones mais également les cellules iPS des deux 
patients présentaient des altérations structurales subcellulaires très marquées et 
similaires aux phénotypes précédemment décrits dans le SNC du modèle MPSIIIB 
de souris et chez les patients. Nous avons également montré que les mêmes 
altérations phénotypiques étaient discrètes à la fois au niveau des fibroblastes 
« parentaux » et des précurseurs neuraux. Cette étude a ainsi permis de comparer 
pour la première fois des défauts pathologiques dans différents types cellulaires 
humains. 
Notre étude a également permis d’identifier des mécanismes possiblement altérés 
dans la pathologie avec l’analyse des profils d’expression génique dans les 
fibroblastes et les précurseurs neuraux humains MPSIIIB. Ces modifications 
semblaient affecter préférentiellement des gènes impliqués dans la constitution de la 
matrice extracellulaire et dans les interactions cellule-matrice. Ces résultats ont 
suggéré que la réponse aux signaux environnementaux pouvait être altérée chez les 
cellules de patients avec des conséquences notamment sur la polarisation, la 
migration cellulaire et de la neuritogénèse.  
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2. Activation des plaques d’adhérence focales par les 
saccharides d’héparane sulfate solubles extra-cellulaires 
 
2.1. Introduction 
 
L’étude d’expression génique que nous avons réalisée sur les précurseurs neuraux 
dérivés des cellules iPS de patients MPSIIIB a montré que l’expression de nombreux 
gènes était altérée et notamment celle de gènes codant pour des molécules de la 
matrice extracellulaire (MEC) ainsi que celle de gènes codant pour des protéines 
impliquées dans les interactions des cellules avec la MEC. 
Les interactions des cellules avec la MEC sont cruciales pour le développement, le 
fonctionnement et la plasticité du SNC. Ces interactions impliquent des récepteurs 
comme les intégrines et sont modulées par les protéoglycanes à HS (HSPG). 
L’accumulation d’HSO pouvant interagir avec les récepteurs et la modification de 
l’expression de gènes de la voie de signalisation des intégrines ont suggéré que les 
cellules pourraient présenter des défauts dans leur perception de l’environnement 
cellulaire. 
Ces éléments nous ont conduit à étudier l’implication des HS partiellement digérés 
dans les interactions des cellules avec la MEC et en particulier, les conséquences de 
l’accumulation d’HS sur la signalisation des intégrines.  
Les intégrines sont dés récepteurs hétérodimériques transmembranaires qui fixent 
un large spectre de molécules de la MEC. Lorsqu’elles sont activées par un 
remodelage de la MEC, les intégrines vont recruter des protéines composant les 
plaques d’adhérence focales (focal adhesion ou FA) (Figure 20). Les plaques 
d’adhérence focales sont des complexes protéiques dynamiques qui relient le 
cytosquelette d’actine à la MEC. Ces complexes ne sont pas seulement des points 
d’ancrage des cellules, mais ont également un rôle de senseur qui informent la 
cellule de l’état de la MEC (Riveline et al., 2001). Les plaques d’adhérence focales 
jouent un rôle crucial dans l’adhérence, dans la polarisation et la migration des 
cellules, ou encore dans la prolifération cellulaire. Le processus de migration 
implique la liaison des intégrines à la MEC, la formation des plaques d’adhérence 
focales qui vont servir de point d’ancrage à l’avant de la cellule ainsi que la formation 
d’une protrusion à l’avant de la cellule. Une force de traction du cytosquelette va 
ensuite permettre à la cellule d’avancer, les plaques d’adhérence présentes à 
l’arrière de la cellule vont alors être rompues et ainsi de suite (Friedl and Wolf, 2009).  
Les plaques d’adhérence focales sont des complexes composés de nombreuses 
protéines (Huttenlocher and Horwitz, 2011). Parmi ces protéines, la kinase FAK 
(Focal Adhesion Kinase) qui est activée par sa fixation à l’intégrine induit l’activation 
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de la paxilline qui va alors recruter diverses protéines impliquées dans les 
modifications de l’organisation du cytosquelette d’actine comme la vinculine et 
permettre ainsi une réorganisation du cytosquelette nécessaire pour la migration et la 
polarité cellulaire via le recrutement de ces nombreuses protéines.  
La signalisation des intégrines est notamment contrôlée par un HSPG spécifique le 
syndécan 4 qui agit via sa partie protéique intracellulaire (Bernfield et al., 1999). Les 
chaînes saccharidiques d’HS régulent également le complexe des plaques 
d’adhérence focales par la fixation des HS à la fibronectine. De plus les HS sont 
capables de se fixer à l’intégrine β1 in vitro (Faye et al., 2009) mais l’implication de la 
fixation des HS sur la régulation de la signalisation des intégrines reste inconnue. 
La polarisation et la migration en réponse à des signaux environnementaux sont 
communément étudiées dans des cultures d’astrocytes (Etienne-Manneville, 2006). 
Ainsi, cette étude a été menée sur des astrocytes murins normaux et déficients pour 
l’enzyme NAGLU (MPSIIIB). Puis d’autres types cellulaires ont été analysés dont les 
précurseurs neuraux humains issus des cellules iPS de sujets sains et patients 
MPSIIIB.  
Lors de cette étude, nous avons montré que les HS partiellement dégradés 
accumulés de manière chronique dans le milieu extra-cellulaire des astrocytes 
MPSIIIB activaient le regroupement des intégrines β1, le recrutement de FAK, de la 
paxilline et de la vinculine aux plaques d’adhérence focales, associés à une 
activation chronique de FAK. Nous avons montré que cette activation chronique de 
FAK était également présente dans les précurseurs neuraux issus de cellules iPS de 
patients atteints de MPSIIIB. L’activation chronique de la signalisation des intégrines 
a réduit la capacité de réponse des cellules aux signaux extracellulaires et a entravé 
la capacité des astrocytes à se polariser et à migrer. Enfin, nous avons montré que 
des HS ajoutés de façon exogène dans le milieu extra-cellulaire activaient 
rapidement la kinase FAK ainsi que la formation de plaques d’adhérence focales 
dans les astrocytes murins normaux et dans les précurseurs neuraux humains 
normaux issus de cellules iPS.  
Une partie des résultats de cette étude en cours de publication est détaillée ci-
dessous car elle correspond à ma contribution directe au travail. Les autres résultats 
décrivant en détail les défauts de migration et polarisation dans les astrocytes 
murins, les précurseurs neuraux murins et les fibroblastes humains, sont disponibles 
en annexe (Bruyère et al., 2012). 
 
Pour une meilleure lisibilité, les numéros des figures présentées ci-dessous ne 
correspondent pas à ceux de la publication. 
- 166 - 
 
 
Figure 20. Complexe protéique formant une plaque d’adhérence focale. (Source : 
http://www.reading.ac.uk/).  
Les plaques d’adhérence focales sont constituées de nombreuses protéines. Les intégrines sont des 
récepteurs transmembranaires qui vont fixer des molécules de la MEC. Après avoir fixé des molécules 
de la MEC, les intégrines recrutent de nombreuses protéines dont la kinase FAK, la Paxilline et la 
vinculine.  
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2.2. Résultats 
 
2.2.1. Augmentation de l’expression de l’intégrine β1 dans 
les astrocytes MPSIIIB 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, le profil d’expression génique des cellules 
souches neurales issus de cellules iPS de patients atteints de MPSIIIB a montré une 
modification du niveau d’expression d’ARNm codant pour des protéines d’interaction 
avec la MEC. Parmi ces gènes, ceux codant diverses chaînes des intégrines (αV, α1, 
α2, α8, α9, α10 et β3) étaient affectés. 
La modification de l’expression l’ARNm de l’intégrine β1 (CD29) a été analysée par 
RT-PCR quantitative dans des astrocytes murins MPSIIIB. Après 24 heures de 
culture sur un substrat de poly-ornithine (PO), les astrocytes MPSIIIB ont montré un 
niveau d’expression de l’ARNm de l’intégrine β1 supérieur à celui des contrôles 
(Figure 21A). Les analyses de quantité de protéine intégrine β1 par western-blot ont 
également révélé une augmentation significative (Figure 21B). Les marquages en 
immunofluorescence réalisés avec un anticorps reconnaissant spécifiquement la 
forme activée de l’intégrine β1 en association avec les chaînes α4 ou α6 ont 
également montré une augmentation du signal dans les astrocytes MPSIIIB (Figure 
21C). Enfin, le co-marquage de l’intégrine β1 et du marqueur des plaques 
d’adhérence focales, la vinculine, a montré une co-localisation plus fréquente chez 
les astrocytes mutants que chez les contrôles, suggérant qu’une forte proportion des 
signaux 1-intégrine était associée à des plaques d’adhérence focales (encart Figure 
21C). 
La correction du défaut enzymatique dans les astrocytes MPSIIIB à l’aide d’un 
vecteur lentiviral induisant l’expression de la NAGLU a restauré les niveaux 
d’expression d’ARNm et de la protéine intégrine β1 à des niveaux équivalents à ceux 
des cellules contrôles (Figure 21), suggérant que l’augmentation du niveau 
d’expression de l’intégrine β1 dans les astrocytes MPSIIIB était liée à l’accumulation 
d’HS partiellement dégradés. 
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Figure 21. L’intégrine β1 (CD29) est surexprimée dans les astrocytes MPSIIIB 
Des cultures d’astrocytes ont été établies à partir de cerveaux de souris contrôles et MPSIIIB. Les 
astrocytes murins MPSIIIB ont été soit non traités (MPSIIIB), soit exposés à un vecteur lentiviral 
induisant l’expression de la NAGLU (MPSIIIB+NAGLU), 
A : Niveau d’expression des ARNm de l’intégrine β1 (CD29) détecté par RT-PCR quantitative et 
normalisé en fonction du niveau d’expression de l’ARNm de GAPDH.  
B : Western-blot d’un extrait protéique total, révélé avec des anticorps anti-intégrine β1 (anti-CD29 
clone 18, 130kD) et anti-GAPDH. L’histogramme montre l’intensité du signal de l’intégrine β1 
rapportée au signal de GAPDH.  
C : Astrocytes doublement marqués avec des anticorps dirigés contre la forme activée de l’intégrine 
(anti-CD29 clone 9EG7, en violet) et contre la vinculine (vert). Les noyaux sont contre-colorés avec du 
Hoechst (bleu). L’encart montre la colocalisation partielle des signaux de l’intégrine β1 et de la 
vinculine dans les FA.  
Barre d’échelle : 10µm.  
Les données proviennent de 3 cultures indépendantes d’astrocytes. Les valeurs indiquées sont la 
moyenne ± SEM, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, test de Mann-Whitney (A, B, n=3) ou test de 
Student (C, n≥60 cellules comptées par condition). 
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2.2.2. Les plaques d’adhérence focales sont plus abondantes 
dans les astrocytes MPSIIIB 
 
Une fois activées et regroupées, les intégrines recrutent des protéines impliquées 
dans la formation des plaques d’adhérence focales qui contiennent la vinculine, la 
kinase FAK phosphorylée (pFAK) et la paxilline phosphorylée (pPaxilline) (Legate et 
al., 2009). 
Les marquages par immunofluorescence révélant la vinculine sur des astrocytes 
contrôles après 24 heures de culture sur PO ont montré un faible signal fluorescent, 
alors que sur des astrocytes MPSIIIB, le marquage de la vinculine était intense et 
abondant (Figure 22A). De plus le co-marquage de la vinculine avec pFAK a montré 
un signal plus intense de pFAK dans les astrocytes MPSIIIB (1,7 à 2 fois) qui était 
co-localisé avec la vinculine (Figure 22C). 
Afin de vérifier si FAK était activée, nous avons réalisé un western-blot avec un 
anticorps dirigé contre les phosphotyrosines après immunoprécipitation de FAK. Une 
augmentation du signal de pFAK de 1,3 fois a été observée dans les astrocytes 
MPSIIIB par rapport aux contrôles (Figure 22D), confirmant la phosphorylation de 
FAK. 
Enfin, la phosphorylation de FAK induisant la formation de complexes FAK-Src qui 
phosphorylent la paxilline sur la tyrosine 118 (pPaxilline), nous avons observé un 
signal plus intense dans les astrocytes MPSIIIB après marquage avec un anticorps 
spécifique de pPaxilline (Figure 22B).  
L’ensemble de ces résultats a montré que la formation des plaques d’adhérence 
focales était plus intense dans les astrocytes MPSIIIB dans des conditions de culture 
qui ne stimulaient pas leur formation dans les astrocytes contrôles. De plus, après 
correction enzymatique des astrocytes MPSIIIB les signaux révélés par les anticorps 
dirigés contre la vinculine, pFAK et pPaxilline étaient normalisés dans les astrocytes 
MPSIIIB avec des niveaux équivalents aux signaux mesurés dans les astrocytes 
contrôles. Ces résultats ont suggéré que l’augmentation de l’activation de la 
formation des plaques d’adhérence focales dans les cellules déficientes en NAGLU 
était liée à l’accumulation des HS partiellement digérés. 
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Figure 22. Les plaques d’adhérence focales sont plus abondantes dans les astrocytes MPSIIIB. 
Les astrocytes murins ont été préparés comme pour la Figure 21 et immuno-marqués. 
A : Marquage avec un anticorps dirigé contre la vinculine (vert).  
B : Co-marquage de la vinculine (vert) et de la paxilline phosphorylée sur la tyrosine 118 (en violet).  
C : Co-marquage de la vinculine (vert) et de FAK phosphorylée sur la tyrosine 397 (en violet). 
Les noyaux sont contre-colorés en bleu.  
Barre d’échelle 10µm. 
Les histogrammes indiquent l’intensité du signal rapportée à la surface cellulaire.  
D : Immunoprécipitation de FAK à partir d’extraits protéiques totaux suivie d’une immunodétection des 
tyrosines phosphorylées (pTyr) par Western-blot. Les histogrammes montrent l’intensité du signal de 
la protéine phosphorylée de 125 KDa rapportée au signal de FAK.  
Les données proviennent de 3 cultures indépendantes d’astrocytes, Les valeurs indiquées sont la 
moyenne ± SEM, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, test de Student (A-C, n≥60 cellules comptées 
par condition, test de Mann-Whitney (D, n=3). 
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2.2.3. Activation de la phosphorylation de FAK par les HS 
dans les astrocytes normaux 
 
Pour étudier le lien direct entre HSO et la formation de plaques d’adhérence, nous 
avons ensuite cherché à établir si des HS exogènes extra-cellulaires étaient 
capables d’induire l’activation de la signalisation de FAK dans des cellules non 
malades. Ces expériences ont été menées dans des cultures d’astrocytes murins 
normaux. 
Des astrocytes murins contrôles ont été exposés pendant 1 heure à 10µg/ml de 
fractions d’HS (dp2, dp8, dp14 ou non digérés ; dp : degré de polymérisation, dp2 : 
disaccharide, dp8 : octosaccharide…) ou à 10µg/ml de dextran sulfate comme 
contrôle. L’immuno-précipitation de FAK suivie d’un western-blot révélant les 
tyrosines phosphorylées a montré que la phosphorylation de FAK était activée dans 
les astrocytes traités par les fractions dp8 et dp14 ainsi que par les HS non digérés 
(Figure 23B).  
Ces résultats, ainsi que ceux de la Figure 22, ont montré que FAK était activée de 
façon constitutive dans les astrocytes malades et que cette activation pouvait être 
reproduites avec des HS de 8 saccharides ou plus dans des astrocytes normaux.  
 
2.2.4. Activation constitutive de la phosphorylation de FAK 
dans les précurseurs neuraux humains MPSIIIB et 
activation par des HS dans des précurseurs neuraux 
normaux. 
 
Le même phénotype a ensuite été recherché dans des cellules humaines en étudiant 
des précurseurs neuraux humains MPSIIIB et normaux. Ces précurseurs ont été 
dérivés des mêmes clones d’iPS décrits l’article de la partie 1 (Lemonnier et al., 
2011). 
La proportion de FAK phosphorylée a été analysée dans des précurseurs neuraux 
issus des cellules iPS des patients MPSIIIB. Les résultats ont montré un niveau 
supérieur de FAK phosphorylée dans les cellules de patients comparé aux cellules 
de sujets non malades.  
Des précurseurs neuraux normaux ont ensuite été exposés à 10µg/ml d’HS 
commerciaux non digérés ou à 10µg/ml de dextran sulfate. La proportion de FAK 
phosphorylée a été révélée comme précédemment et les résultats ont montré que 
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l’ajout d’HS dans le milieu de culture stimulait la phosphorylation de FAK dans les 
cellules neurales normales (Figure 23B).  
 
Pris dans leur ensemble, ces résultats ont montré que la signalisation de FAK était 
activée de manière constitutive dans les cellules murines et humaines MPSIIIB 
accumulant des HSO et que les HS exogènes étaient capables d’activer FAK dans 
les mêmes cellules non malades. 
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Figure 23. Activation de la phosphorylation de FAK par les HS exogènes dans les astrocytes murins 
et dans les précurseurs neuraux humains. 
Les cultures de cellules MPSIIIB ou contrôles ont été ensemencées à faible densité et traitées 
pendant 1 heure avec ou sans 10 µg/ml de fractions d’HS commerciaux (dp2, dp8 ou dp14) ou avec 
10µg/mL de dextran sulfate.  
A : Niveau de FAK phosphorylée sur les tyrosines rapporté au niveau total de FAK dans les astrocytes 
murins.  
B : Niveau de FAK phosphorylée sur les tyrosines rapporté au niveau total de FAK dans les 
précurseurs neuraux humains.  
Les histogrammes représentent les moyennes ± SEM de trois cultures indépendantes. *: P<0.05, **: 
P<0.01 and ***: P<0.001, test de Mann-Whitney (A, n=3; B n=4). 
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2.3. Conclusion 
 
Nous avons montré dans cette étude que l’intégrine β1 était surexprimée dans les 
astrocytes MPSIIIB et que cette surexpression était associée à une augmentation du 
nombre de plaques d’adhérence focales avec un recrutement plus important de la 
paxilline, la vinculine et la pFAK. L’ensemble de ces anomalies a été corrigé par 
l’apport de l’enzyme déficiente après transfert du gène codant pour cette enzyme. 
Ces résultats ont montré que les HS accumulés chroniquement par les cellules 
déficientes en NAGLU perturbaient la signalisation des intégrines et induisaient la 
formation de plaques d’adhérence focales surnuméraires. 
Des résultats, non détaillés ici (voir en annexe : Bruyère et col.), ont également 
permis de montrer que le recrutement des plaques d’adhérence focales au front de 
migration des astrocytes MPSIIIB était altéré et que les cellules présentaient des 
défauts de polarisation et de migration.  
Pris dans leur ensemble, ces résultats ont indiqué que l’activation constitutive des 
intégrines altérait la capacité des cellules à détecter les signaux de l’environnement 
ou à y répondre. Cette incapacité est vraisemblablement causée par l’accumulation 
d’HS partiellement dégradés dans le milieu extracellulaire comme l’ont suggéré les 
résultats obtenus sur les mêmes cellules corrigées et donc n’ayant plus d’HS 
partiellement digérés s’accumulant.  
De façon intéressante, les analyses concernant la capacité des HS partiellement 
digérés à influer sur ces processus ont indiqué qu’ils étaient capables d’induire la 
formation de plaques d’adhérence focales dans des astrocytes non malades. Ces HS 
partiellement digérés ont induit l’activation de la kinase FAK dans les astrocytes 
contrôles et les précurseurs neuraux contrôles. Ces résultats ont donc montré que 
les HS partiellement dégradés présents dans le milieu extracellulaire étaient 
directement responsables de la formation de plaques d’adhérence focales 
surnuméraires. Il est donc vraisemblable qu’ils soient également responsables de 
l’incapacité des cellules à répondre aux signaux extracellulaires induisant la 
polarisation et la migration.  
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3. Génération de cellules souches pluripotentes induites et 
modélisation de la SLA2.  
 
3.1. Introduction 
 
Les mutations dans le gène ALS2 sont responsables de plusieurs maladies 
autosomiques récessives du motoneurone. Ces pathologies sont la sclérose latérale 
amyotrophique juvénile (SLA), la sclérose latérale primaire juvénile (SLP) et la 
paraplégie spastique familiale ascendante à début précoce (IAHSP) (Hadano et al., 
2001; Yang et al., 2001; Eymard-Pierre et al., 2002). Ces trois maladies ont en 
commun une dégénérescence progressive des neurones pyramidaux du cortex 
moteur appelés motoneurones supérieurs. Dans la SLA s’ajoute une 
dégénérescence des motoneurones du tronc cérébral et de la moelle épinière, 
appelés motoneurones inférieurs.  
Le gène ALS2 code une protéine de 180 kDa qui possède plusieurs domaines 
protéiques (Figure 7). Cette protéine est un facteur d’échange de nucléotides 
guanyliques pour la petite GTPase Rab5 (Otomo et al., 2003; Kunita et al., 2004; 
Topp et al., 2004). La protéine Rab5 est un important régulateur de l’endocytose, de 
la fusion des endosomes et du trafic endosomal (Stenmark, 2009). Il a été montré 
que l’alsine est impliquée dans la régulation de la fusion et du trafic des endosomes 
via l’activation de Rab5 (Otomo et al., 2003; Topp et al., 2004).  
D’autre part, l’alsine est un effecteur de la protéine Rac1 (Kunita et al., 2007). 
L’activation de Rac1 entraîne son interaction avec l’alsine cytoplasmique et sa 
relocalisation aux compartiments membranaires comme les replis membranaires 
(membranes ruffles), les macropinosomes et les endosomes. Cette relocalisation via 
Rac1 de l’alsine serait nécessaire à l’activation de Rab5 (Kunita et al., 2007). Par 
ailleurs, Rac1 est impliquée dans la croissance des axones et des dendrites (Li et al., 
2000; Nikolic, 2002) et il a été montré que l’alsine est impliquée dans la croissance 
des neurites via ses interactions avec Rac1 (Tudor et al., 2005; Jacquier et al., 2006; 
Otomo et al., 2008). 
Pour étudier la physiopathologie de la forme ALS2 de la SLA, six groupes ont généré 
des lignées de souris ALS2-/- (Devon et al., 2006; Hadano et al., 2006; Yamanaka et 
al., 2006; Deng et al., 2007; Cai et al., 2008; Gros-Louis et al., 2008). Néanmoins, 
aucune de ces lignées de souris n’a reproduit la pathologie humaine. Ont été 
observés un niveau faible de dysfonctionnement moteur et une dégénérescence 
axonale chez les animaux âgés dans certains modèles (Hadano et al., 2006; 
Yamanaka et al., 2006; Deng et al., 2007).  
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Ces modèles animaux étant peu pertinents pour l’étude de la maladie, l’émergence 
de la technologie de reprogrammation de cellules somatiques humaines en cellules 
iPS et la possibilité de différencier ces cellules en neurones a offert la possibilité 
d’avoir accès aux cellules humaines affectées dans les pathologies causées par des 
mutations dans le gène ALS2/alsine. 
Nous avons généré des cellules iPS à partir de fibroblastes de trois patients 
présentant des mutations dans le gène de l’alsine et de deux contrôles d’âges 
équivalents. Puis nous avons développé un protocole de différenciation des cellules 
iPS en précurseurs neuraux pouvant être amplifiés, conservés et capables de se 
différencier en neurones de façon synchronisée. De plus, nous avons développé une 
méthode de purification des neurones permettant l’obtention de cultures pures de 
neurones. Enfin, nous avons montré que les neurones issus de cellules iPS de 
patients présentaient des défauts au niveau du traffic des endosomes et un 
accroissement du nombre de neurites à proximité du corps cellulaire.  
 
3.2. Résultats 
 
3.2.1. Génération de clones d’iPS de patients. 
 
Des clones d’iPS ont été générés à partir de deux cultures de fibroblastes de sujets 
sains âgés de 11 ans (C-11) et 33 ans (C-33) et de trois cultures de fibroblastes de 
patients présentant des mutations récessives homozygotes dans le gène ALS2 
codant pour la protéine Alsine. Les patients PA1 et PA2 souffrent de paraplégie 
spastique familiale ascendante à début précoce (IAHSP) (Eymard-Pierre et al., 
2002).  
Le patient 1 (PA1), âgé de 27 ans lors du prélèvement, présente une mutation non-
sens, M1207X (c.3742delA), précédemment décrite (Eymard-Pierre et al., 2002). 
Cette mutation entraine la production d’une protéine Alsine tronquée à partir des 
motifs MORN (Figure 7). Au niveau clinique, sa pathologie a débuté à l’âge de un an. 
Il a présenté une atteinte des membres supérieurs à 7 ans, puis une atteinte bulbaire 
à 13 ans (Eymard-Pierre et al., 2002). 
Le patient 2 (PA2), âgé de 17 ans lors du prélèvement, est porteur d’une mutation 
ponctuelle dans le dernier nucléotide de l’intron 5 entrainant une perte du site 
accepteur d’épissage qui provoque la perte de 10 nucléotides sur l’ARNm. Cette 
mutation V491fsX3 (IVS5(c.1471) 1G>T(C.1472_1481delTTTCCCCCAG)), 
précédemment décrite (Eymard-Pierre et al., 2002), entraine la formation d’un codon 
stop et la traduction du gène en une protéine tronquée dans le domaine N-terminal 
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RLD. Au niveau clinique, sa pathologie a débuté à l’âge de un an et demi, il a perdu 
la capacité de marcher à 4 ans, puis a présenté une atteinte des membres 
supérieurs à 6 ans et une atteinte bulbaire à 8 ans (Eymard-Pierre et al., 2002). 
Le patient 3 (PA3), âgé de 9 ans lors du prélèvement, est porteur d’une mutation 
faux sens pAla878Pro (c.2634G>C) au sein du domaine PH/DH. Le gène est 
transcrit en entier et la protéine mutante n’est pas tronquée. Cette mutation et 
l’évolution clinique du patient n’ont pas été décrites. 
Pour les patients PA1 et PA2 une instabilité des protéines Alsine synthétisées a été 
rapportée, suggérant une perte de fonction de la protéine chez ces patients 
(Yamanaka et al., 2003). Rien n’a été rapporté pour le patient PA3, mais des 
évidences suggèrent une instabilité de cette protéine mutée. En effet d’autres 
mutations ont été décrites dans le gène ALS2 conduisant à la synthèse de protéines 
non tronquées, comme pour PA3, et instables (Eymard-Pierre et al., 2006). 
 
M1207X 
(PA1)
V491fsX3
(PA2)
p.Ala878Pro
(PA3)
Zone amplifiée pour la 
RT-PCR quantitative  
Figure 7. Représentation schématique de la protéine alsine et emplacements des mutations 
présentes chez les patients. V491fsX3 : PA2, p.Ala878Pro : PA3 et M1207X : PA1. (adapté de 
(Hadano et al., 2007)). La zone amplifiée pour la RT-PCR quantitative est indiqué sur le schéma. 
 
Les fibroblastes des patients et des sujets contrôles ont été reprogrammés par 
transfert de gènes soit avec quatre vecteurs rétroviraux codant pour les facteurs 
OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC (OSKM) (PA1, PA2, PA3 et C11), soit avec seulement 
trois vecteurs en omettant le vecteur codant pour c-MYC (OSK) (PA3, C33). Après 
l’exposition aux vecteurs viraux, les fibroblastes ont été cultivés sur une couche de 
cellules nourricières composée de fibroblastes murins embryonnaires irradiés 
(iMEFs) en présence de bFGF. Les premiers clones iPS sont apparus dès trois 
semaines. La cinétique d’apparition des clones a été la même pour les fibroblastes 
contrôles et de patients, indiquant que la mutation n’a pas eu d’effet sur la génération 
des cellules iPS, contrairement à ce que nous avons observé avec les cellules de 
patients MPSIIIB. La coloration alcaline phosphatase a permis de montrer que les 
fibroblastes contrôles et de patients se reprogrammaient avec des efficacités 
équivalentes (~ 0.1% de fibroblastes reprogrammés après exposition aux 4 vecteurs; 
~ 0.01% de fibroblastes reprogrammés après exposition aux 3 vecteurs). 
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Une vingtaine de clones a été isolée pour chaque culture de fibroblastes 
reprogrammés qui ont été amplifiés. Deux clones dérivés de chaque culture de 
fibroblastes ont été caractérisés au niveau moléculaire et fonctionnel pour la suite 
des analyses. Il s’agit des clones C11-1 et C11-2 dérivés des fibroblastes de C11, 
C33-1 et C33-2 dérivés de C33, PA1-1 et PA1-2 dérivés de PA1, PA2-1 et PA2-2 
dérivés de PA2 et PA3-1 et PA3-2 dérivé de PA3. Les caryotypes de ces clones ont 
été analysés et aucune anomalie n’a été détectée jusqu’à 20 passages en culture 
(non montré). Les mutations dans le gène ALS2 ont été analysées par séquençage 
et ont été retrouvées dans les clones d’iPS des différents patients. 
 
3.2.2. Caractérisation des clones d’iPS de patients. 
 
Nous avons montré que tous les clones d’iPS exprimaient des marqueurs de 
pluripotence tels que les marqueurs de surface TRA1-60, TRA1-81, SSEA4 et les 
facteurs de transcription OCT4 et NANOG (Figure 24A). Des RT-qPCR ont indiqué 
que la transcription des ARNs codés par les vecteurs rétroviraux était fortement 
réprimée dans les clones d’iPS par rapport aux fibroblastes parentaux génétiquement 
modifiés (Figure 24B). La réactivation de l’expression de gènes endogènes associés 
à la pluripotence a été montrée par RT-PCR (Figure 24C). 
La pluripotence des clones iPS a ensuite été analysée in vitro et in vivo. La capacité 
des clones d’iPS à se différencier vers les trois feuillets embryonnaires a été 
analysée in vitro en générant des corps embryonnaires (Embryoid Bodies ou EBs). 
Pour cela tous les clones d’iPS ont été cultivés en suspension et en absence de 
bFGF pendant 10 jours. Les EBs ont alors été mis à adhérer sur des lamelles 
couvertes de polyornithine et de laminine pendant 2 semaines. La différenciation des 
cellules a été analysée par des immuno-marquages qui ont montré la présence de 
cellules exprimant l’alpha-fétoprotéine (mésoderme), la Protéine Associée aux 
Microtubules (MAP2) (ectoderme) et l’Actine Musculaire Squelettique (SMA) 
(endoderme). Les clones d’iPS des patients ont montré les mêmes capacités à se 
différencier vers les trois feuillets embryonnaires que les clones contrôles (Figure 
25A). La capacité de différenciation des cellules iPS a également été analysée in 
vivo après injection des clones d’iPS dans les muscles de souris immunodéficientes. 
Six semaines après injection, les animaux présentaient des tumeurs. Des analyses 
histologiques ont montré que ces tumeurs contenaient des tératomes contenant des 
tissus des trois feuillets embryonnaires (Figure 25B). 
L’ensemble de ces résultats a montré que les différents clones d’iPS générés à partir 
des fibroblastes des patients et des contrôles ont été reprogrammés en cellules 
pluripotentes humaines. 
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Figure 24. Les clones d’iPS générés à partir des fibroblastes contrôles ou de patients sont 
pluripotents.  
A. Immunomarquages montrant des exemples représentatifs de clones iPS contrôles (C-11-1 ; C-33-
2) et mutants (PA1-1, PA2-1 et PA3-2) exprimant OCT4, TRA-1-60, NANOG, TRA-1-81, SEEA-4 et 
n’exprimant pas SSEA-1. Barre d’échelle : 200µm.  
B. Analyse par RT-qPCR de l’expression des vecteurs rétroviraux codants pour OCT4, SOX2, KLF-4 
et c-MYC dans les différents clones iPS. Les résultats montrent une extinction de l’expression des 
gènes apportés par ces vecteurs dans les cellules reprogrammées en comparaison des fibroblastes 
parentaux juste après transduction. L’expression dans les fibroblastes a été normalisée à 1. 
L’expression dans les clones a été calculée par rapport au niveau d’expression des vecteurs dans 
leurs fibroblastes parentaux respectifs. Une seule lignée de fibroblastes est représentée pour chaque 
transduction (avec 4 ou avec 3 vecteurs). Tous les clones représentés ont été générés aves les 4 
vecteurs sauf les clones C-33-1, C-33-2 et PA3-1. 
C. Analyse par RT-PCR de l’expression de gènes codant pour des marqueurs de pluripotence. Les 
résultats montrent que tous les clones iPS expriment des gènes associés à la pluripotence. Ces gènes 
ne sont pas trancrits dans les fibroblastes parentaux (non montré).  
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Figure 25. Les cellules iPS se différencient dans les trois feuillets embryonnaires in vitro et in vivo. 
 A. Analyse in vitro. Des corps embryonnaires ont été générés et cultivés 10 jours en suspension puis 
transférés sur des lamelles couvertes de polyornithine et de laminine durant 15 jours. Les 
immunomarquages révèlent la présence de cellules exprimant MAP2 (en vert, à gauche), SMA (en 
rouge, au milieu) et AFP (en vert, à droite). Un clone iPS représentatif de chaque contrôle ou patient 
est montré. Les barres d’échelle représentent 100µm.  
B. Analyse in vivo. Des suspensions cellulaires des clones iPS de contrôles et de patients ont été 
préparés et injectés dans des muscles squelettiques de souris RagγC
-/-
. Après six semaines, les 
tumeurs ont été prélevées et des analyses histologiques ont été réalisées montrant des structures 
contenant de l’ectoderme (tube neural), du mésoderme (cartilage et tissus conjonctif) et de 
l’endoderme (épithélium digestif). Un clone iPS représentatif de chaque contrôle ou patient est montré. 
Les barres d’échelle représentent 200µm. 
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3.2.3. Différenciation neuronale des clones d’iPS. 
 
3.2.3.1. Génération et caractérisation de précurseurs neuraux 
 
Le protocole utilisé dans la première étude sur les iPS de patients MPSIIIB avait 
permis de générer des précurseurs neuraux (PN) rapidement en cultivant les iPS en 
suspension dans un milieu neural en présence de bFGF et d’EGF. Mais les 
neurosphères contenant les PNs ne pouvaient pas être conservées en tant que telles 
et il était nécessaire de générer de nouvelles sphères à chaque expérience et de les 
étudier à des passages équivalents en culture. En effet nous avons observé que les 
cellules contenues dans les sphères étaient hétérogènes en fonction des passages 
et étaient à des stades de maturation différents, rendant difficiles les comparaisons.  
Pour pallier à ces problèmes et avoir des cultures de PNs comparables 
indépendamment du nombre de passages en culture, nous avons généré des 
cultures stables de PNs à partir des iPS humaines en adaptant différents protocoles 
publiés (Kim et al., 2010a; Brennand et al., 2011) (Voir protocole page 192).  
Les cellules iPS ont été cultivées sous formes de sphères en suspension en 
présence d’inhibiteur de la voie de signalisation BMP (bone morphogenic protein) et 
d’inhibiteur de la voie du TGFβ ainsi que de bFGF. Il a été montré que cette méthode 
permet de réduire la variabilité de génération de précurseurs neuraux d’un clone 
d’iPS à l’autre (Hu et al., 2010). Après 15 jours de culture, les sphères ont été mises 
à adhérer et ont été cultivées dans un milieu spécifique de différenciation neurale 
jusqu’à l’apparition de rosettes caractéristiques de l’identité neuroépithéliale des 
cellules (Figure 26A). En effet ces rosettes expriment de façon uniforme le facteur de 
transcription Pax6 spécifique du neuro-ectoderme ainsi que le marqueur de cellules 
souches neurales nestine (Figure 26A).  
Afin d’obtenir des cultures pures de PNs, les rosettes ont été récupérées 
manuellement, puis dissociées et cultivées à forte densité, ce qui permet de 
maintenir les cultures de PNs à un stade indifférencié (Koch et al., 2009) (Figure 
26A).  
Nous avons généré des cultures de PNs à partir des clones d’iPS contrôles C11 et 
C33, et de patients P1, P2 et P3. Dans toutes les cultures, plus de 80% des cellules 
exprimaient les marqueurs Pax6, Sox1 et nestine (Figure 26A) et aucune cellule 
n’exprimaient les marqueurs de cellules souches OCT4 et NANOG (non montré), 
indiquant que les iPS contrôles et de patients présentaient les mêmes potentiels de 
différenciation en PNs et qu’aucune cellule indifférenciée n’était présente dans les 
cultures. Nous avons également analysé l’expression des facteurs de 
reprogrammation (OSKM) dans les précurseurs neuraux dérivés de chaque clone 
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iPS par RT-qPCR. En effet il a été montré que l’expression des gènes introduits à 
l’aide des vecteurs viraux utilisés pour la génération des iPS pouvait être ré-activée 
lors de leur différenciation et ainsi altérer leur capacité à se différencier vers un type 
cellulaire ou un autre (Okita et al., 2007). Les résultats ont montré que, comme dans 
les iPS, l’expression des vecteurs rétroviraux était réprimée dans les PNs (Figure 
26B), indiquant que les PNs générés à partir des différents clones d’iPS 
n’exprimaient plus de transgène et donc présentaient les mêmes capacités de 
différenciation. 
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Figure 26. Différenciation des cellules iPS en précurseurs neuraux.  
A. Panneau du haut : Image de rosettes en contraste de phase (en haut à gauche). Immunomarquage 
de ces rosettes montrant l’expression uniforme des marqueurs nestine et Pax6.  
Panneau du bas : PN cultivés à forte densité en contraste de phase (à gauche). Immunomarquage 
montrant l’expression de Pax6, Sox1 et nestine dans ces PNs. Les barres d’échelle représentent 
50µm. 
B. Des analyses en RT-qPCR ont été réalisées sur les PNs cultivés à forte densité et montrent que les 
vecteurs viraux qui codent pour OCT4, SOX2, KLF-4 et c-MYC sont toujours inactivés dans les PN en 
comparaison des fibroblastes parentaux après transduction. L’expression dans les fibroblastes est 
normalisée à 1, l’expression des PN est normalisée par rapport au niveau d’expression des vecteurs 
de leurs fibroblastes parentaux respectifs.  
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3.2.3.2. Génération de neurones et caractérisation 
 
Afin de différencier les PNs en neurones, les PNs ont été dissociés et cultivés à 
faible densité. Dans ces conditions, plus de 80% des cellules peuvent être isolées et 
elles expriment les marqueurs Pax6 et nestine un jour après leur adhésion (non 
montré). A J5 nous avons observé que des cellules présentaient déjà une 
morphologie neuronale (Figure 27A). Des immunomarquages ont montré que 40-
60% des cellules étaient nestine-positives et 40-60% exprimaient le marqueur 
neuronal 3-tubuline (Figure 27B). Les analyses d’arborescence de ces neurones ont 
été réalisées sur ces cultures à J5 (voir 2.4). En effet à ce stade les neurones sont 
individualisés et ont établi un réseau neuritique, alors que les PNs nestine-positifs 
restent en paquets isolés, qui ensuite peuvent proliférer à des temps plus tardifs.  
Nous avons également analysé le devenir des neurones en culture. Alors qu’aucun 
neurone n’exprimait de marqueur de neurone GABAergique ou glutamatergique 
entre J1 et J5, nous avons observé qu’une faible proportion des neurones étaient 
GABAergiques à partir de J12 (<5%) et que cette population représentait 40-50% 
des neurones après 24 jours de culture (Figure 27C). Aucun neurone 
glutamatergique n’a été trouvé dans ces cultures et nous n’avons pas recherché 
d’autres marqueurs de différenciation vers d’autres sous-types neuronaux. Aucun 
astrocyte exprimant le marqueur GFAP et aucun oligodendrocyte exprimant le 
marqueur CNPase n’a été détecté dans ces cultures. De façon importante nous 
avons également montré que les PNs pouvaient être cultivés pendant de nombreux 
passages sans perte de leur capacité à se différencier en neurones avec la même 
reproductibilité. 
Toutes les cultures de PNs dérivés de iPS contrôles et de patients ont été 
comparées et les mêmes observations ont été réalisées, indiquant que, en dépit du 
fait que les cultures de neurones ne soient pas pures, les cultures étaient 
équivalentes en termes de population cellulaire, chronologie de maturation et 
différenciation GABAergique. Nous avons donc considéré qu’il était possible de 
comparer des phénotypes dans les neurones des contrôles et des patients dans ces 
conditions et à des temps précoces. 
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Figure 27. Génération et caractérisation des neurones dérivés des iPS de contrôles et de patients.  
A. Culture de neurones en contraste de phase (à gauche). Immunomarquage montrant l’expression 
de la β3-tubuline 5 jours après adhésion à faible densité. Les barres d’échelle représentent 100µm. 
B. Immunumarquage à 5 jours des cultures de neurones qui montrent la présence de neurones 
exprimant MAP2 et de précurseurs exprimant nestine. Les barres d’échelle représentent 50µm. 
C. Immunomarquage de neurones à J24 qui montrent qu’une partie des neurones β-3tubuline 
expriment VGat. 
Les marquages immunoflurescents montrés en A, B et C sont représentatifs des différenciations 
obtenues à partir de chaque clones. 
Les barres d’échelle représentent 100µm. 
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3.2.3.3. Purification des cultures de neurones 
 
Dans la SLA, l’implication de cellules non neurales a été démontrée et notamment le 
rôle des cellules astrocytaires (Boillée et al., 2006a). Dans le cas de l’ALS2/Alsine, il 
a pu être montré que les astrocytes peuvent protéger les motoneurones d’une mort 
précoce et de défauts de croissance axonale, alors qu’ils n’ont pas d’impact sur les 
neurones corticaux (Jacquier et al., 2009). Même si les cultures de neurones que 
nous avons développées ne contenaient pas d’astrocytes, elles contenaient des PNs 
qui continuaient de proliférer. Afin de pouvoir observer des phénotypes intrinsèques 
aux neurones, nous avons développé une méthode permettant de les trier. Pour cela 
nous avons utilisé un vecteur lentiviral permettant l’expression de la RFP (red 
fluorescent protein) sous contrôle du promoteur de la synapsine 1 humaine 
(SYN::RFP) (Nathanson et al., 2009). Cette protéine est spécifiquement exprimée 
dans les neurones et est associée aux vésicules synaptiques. Elle serait impliquée 
dans la régulation de la libération des neurotransmetteurs ainsi que dans la 
différenciation des neurones et dans la croissance des neurites (Wang et al., 2009). 
Les cultures de PNs ont été transduites avec le vecteur lentiviral SYN::RFP. Les 
cellules ont ensuite été gardées 3 semaines sans passage pour induire une 
différenciation neuronale. Après ce délai, les cellules ont été dissociées et triées par 
cytométrie de flux en collaboration avec le Dr Haase (Marseille). Les cellules RFP 
positives ont ensuite été remises en cultures et les proportions de cellules exprimant 
RFP, Pax6 et le marqueur neuronal Tau ont été évaluées (Figure 28 et 29). Les 
cultures de PNs dérivés des clones contrôles C-11-1 et C-33-1 et des patients PA1-
1, PA2-1 et PA3-1 ont été comparées et ont donné des résultats comparables. Ainsi 
le tri a permis d’obtenir des cultures pures de neurones avec une expression de la 
RFP et de Tau dans 90 à 100% des cellules triées (Figure 28 et 29).  
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Figure 28. Purification par tri cellulaire (FACS) des neurones humains différenciés à partir des PNs 
contrôles ou de patients transduits avec le vecteur exprimant RFP sous contrôle du promoteur 
neuronal Synapsine. 
A gauche : images en contraste de phase et en fluorescence des PNs à forte densité après trois 
semaines de culture, avant tri et après tri. Les barres d’échelle représentent 100µm. 
A droite : histogrammes montrant les pourcentages de cellules RFP avant tri (2 à 20%) et après tri (90 
à 99 %).  
Ces résultats ont été obtenus en collaboration avec D. Buttigieg (laboratoire du Dr Haase). 
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Figure 29. Quantification des cellules exprimant Pax6 et tau avant et après tri cellulaire. 
A gauche : Exemples d’immunomarquages Pax6 (en vert) et tau (en bleu) sur les cultures de PNs 
différenciés avant et après tri. 
A droite : histogrammes montrant les pourcentages de cellules exprimant Pax6 ou Tau avant et après 
tri. Alors que les pourcentages de cellules Pax6 diminuent après tri (avant tri : 60-80% ; après tri : 10-
30%), les pourcentages de neurones augmentent (avant tri : 10-40% ; après tri : 80-90%). 
Les barres d’échelle représentent 100µm. 
Ces résultats ont été obtenus en collaboration avec D. Buttigieg (laboratoire du Dr Haase). 
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3.2.4. Expression de l’Alsine dans les précurseurs neuraux 
 
L’alsine est une protéine ubiquitaire mais il a été montré que son expression varie 
selon les tissus et les types cellulaires. Elle est fortement exprimée dans le SNC et 
en particulier dans le cervelet (Hadano et al., 2001; Yang et al., 2001; Yamanaka et 
al., 2003). Au niveau cellulaire, l’alsine est exprimée dans les neurones comme les 
motoneurones ou les neurones corticaux mais pas dans les astrocytes (Jacquier et 
al., 2009). L’expression de l’alsine dans des précurseurs neuraux murins ou humains 
n’a pas été décrite. 
Nous avons tout d’abord réalisé des analyses en RT-qPCR afin d’analyser la 
transcription du gène Alsine chez les différents patients (Figure 30). Les amorces 
utilisées sont situées dans le premier exon et doivent détecter les formes courtes (qui 
comportent la moitié du domaine RLD) et longues de l’alsine (Figure 7). Les résultats 
ont montré la présence des transcrits de l’alsine dans les cellules iPS et dans les 
PNs des contrôles et des patients. Dans les cellules iPS, l’expression de l’alsine était 
fortement réduite, de 10 à 130 fois dans les cellules de patients par rapport aux 
contrôles (Figure 30A). Par contre, dans les PN, l’expression de l’alsine ne différait 
pas de manière significative. 
Afin de comprendre ces différences au niveau de la transcription, nous avons réalisé 
des immuno-marquages pour révéler la protéine Alsin dans des iPS, des PNs et des 
neurones humains en culture avec des anticorps commerciaux. Mais ces marquages 
n’ont pas donné de résultats interprétables. La protéine n’a pas été détectée. Il est 
possible que cet échec soit lié aux anticorps utilisés car la plupart des articles publiés 
utilisent des anticorps non commerciaux. Malheureusement nous n’avons pas réussi 
à obtenir d’anticorps des laboratoires les produisant. D’autre part il a été rapporté 
que la protéine Alsine endogène était présente en quantité très faible dans les tissus 
murins (0.0003% de fractions détergent-soluble de lysats de cerveaux de souris 
(Yamanaka et al., 2003) et qu’elle était essentiellement détectable en western blot et 
non en immunofluorescence. D’autres expériences sont à présent nécessaires afin 
d’analyser l’expression, la localisation et la stabilité des protéines Alsine sauvage et 
mutante dans les différents types cellulaires d’intérêt. 
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Figure 30. Analyse en RT-qPCR de l’expression du gène Alsine dans les iPS et précurseurs neuraux.  
A. Expression de l’alsine dans les clones d’iPS de contrôles et de patients. L’expression de l’alsine est 
rapportée à l’expression de GAPDH. Les rapports d’expression de l’alsine dans les patient par rapport 
aux contrôles sont : Par rapport au C-11-1 : PA1-1 : 23 ; PA1-2 : 52 ; PA2-1 : 47 ; PA2-2 :130 ; PA3-1 : 
14 ; PA3-2 :18. Par rapport au C-11-2, PA1-1 : 10 ; PA1-2 : 23 ; PA2-1 : 21 ; PA2-2 :57 ; PA3-1 : 6 ; 
PA3-2 :8. Différences statistiquement significatives en T-test entre les patients et les deux contrôles, 
* : P<0,01.  
B. Expression de l’alsine dans les PN issus des clones d’iPS de contrôles et de patients. L’expression 
de l’alsine est rapportée à l’expression de GAPDH.  
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3.2.5. Les endosomes sont-ils altérés en absence de 
l’Alsine ? 
 
Afin de valider les modèles iPS générés à partir des fibroblastes des patients ALS2, 
nous avons cherché à reproduire un phénotype précédemment décrit dans la 
littérature. Contrairement au modèle iPS généré à partir des cellules de patients 
MPSIIIB pour lequel il existait des phénotypes décrits dans un modèle murin 
reproduisant la pathologie humaine et dans des biopsies post-mortem, les 
phénotypes décrits pour la SLA2/Alsine ne le sont que dans des modèles cellulaires 
de surexpression ou inhibition de l’expression de l’alsine.  
N’ayant pas observé de mort neuronale évidente des neurones dans des cultures 
maintenues environ 4 semaines, nous avons décidé d’analyser un phénotype décrit 
dans la littérature : l’altération de la dynamique des endosomes. En effet, il a été 
montré que l’alsine est un facteur d’échange de nucléotides guanyliques pour la 
petite GTPase Rab5 (Otomo et al., 2003; Kunita et al., 2004; Topp et al., 2004). Or la 
protéine Rab5 est un important régulateur de l’endocytose, de la fusion des 
endosomes et du trafic endosomal (Stenmark, 2009). Il a été montré que l’alsine était 
impliquée dans la régulation de la fusion et du trafic des endosomes via l’activation 
de Rab5 (Otomo et al., 2003; Topp et al., 2004), et que l’extinction de l’expression de 
l’alsine dans des motoneurones par des ARN interférant (ARNsi) entraînait une 
diminution de la surface des endosomes (Jacquier et al., 2006), alors que sa 
surexpression dans des lignées cellulaires entraînait un élargissement des 
endosomes (Topp et al., 2004). 
Nous avons comparé des cultures de neurones humains dérivés des PNs de 
contrôles et de patients 5 jours après leur adhésion à faible densité. Les neurones 
ont été immunomarqués avec l’anticorps anti-EEA1 et des photos de neurones 
individualisés ont été prises pour des analyses avec le logiciel ImageJ. Nous avons 
analysé la surface des endosomes exprimant EEA1 dans le corps cellulaire des 
neurones. Des exemples de neurones sont présentés Figure 31 (A et C). Deux 
expériences indépendantes ont été réalisées pour comparer les neurones dérivés 
des patients PA2 et PA3. Les résultats ont montré que les neurones de patients PA2-
1 et PA2-2 présentaient une réduction significative de la surface moyenne des 
endosomes EEA1 par rapport aux contrôles C-33-2 (Figure 31B). De même, les 
neurones de patients PA3-1 et PA3-2 ont présenté une réduction significative de la 
surface endosomale en comparaison des contrôles C-11-1 et C-33-1 (Figure 31D).  
En reproduisant dans les neurones de patients un phénotype précédemment 
observés dans des modèles cellulaires murins, ces résultats nous ont permis de 
valider les modèles iPS de patients atteints de SLA2/Alsine. 
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Figure 31. Quantification de la surface des endosomes dans les neurones dérivés des iPS de 
patients. 
Deux expériences indépendantes sont présentées (A, B) et (C, D). 
A. Immunomarquage des endosomes avec un anticorps spécifique de EEA1 sur des neurones 
(adhérés 5 jours) marqués avec un anticorps anti-β3-tubuline. L’expérience a été réalisée sur des 
neurones issus des clones C-33-2 (n=28), PA2-1 (n=27) et PA2-2 (23).  
B. Quantification de la surface de marquage EEA1 après binarisation du signal. Différences 
statistiquement significatives en T-test entre les patients (PA2-1 et PA2-2) et le contrôle (C-33-2), * : 
P<0,05.  
C. Immunomarquage des endosomes avec un anticorps spécifique de EEA1 sur des neurones 
(adhérés 5 jours) marqués avec un anticorps anti-β3-tubuline. L’expérience a été réalisée sur des 
neurones issus des clones C-11-1 (n=12), C-33-1 (n=16), PA3-1 (n=15) et PA3-2 (15).  
D. Quantification de la surface de marquage EEA1 après binarisation du signal. Différences 
statistiquement significatives en T-test entre les patients (PA3-1 et PA3-2) et les deux contrôles (C-33-
2), * : P<0,05.  
Les barres d’échelle représentent 10µm. 
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3.2.6. La capacité de branchement des neurones de patients 
est-elle altérée ? 
 
Un second phénotype décrit dans la littérature est la modification de pousse 
neuritique liée aux mutations dans le gène ALS2/Alsine. Il a été montré que l’alsine 
interagit avec Rac1 qui est une protéine impliquée dans la croissance neuritique 
(Nikolic, 2002). Dans des cultures de neurones d’hippocampe la surexpression de 
l’alsine a entrainé un allongement des neurites (Tudor et al., 2005), alors que 
l’extinction de son expression dans des motoneurones par des ARNsi entrainait une 
diminution de la longueur de l’axone (Jacquier et al., 2006). Des neurones issus de 
souris inactivés pour le gène de l’alsine ont également présenté des axones plus 
courts (Otomo et al., 2008). 
Nous avons comparé des cultures de neurones humains dérivés des PNs de 
contrôles et de patients 5 jours après leur adhésion à faible densité. Les neurones 
ont été immunomarqués avec l’anticorps anti-3-tubuline et des photos de neurones 
individualisés ont été prises pour des analyses avec le logiciel NeuronJ. Nous avons 
focalisé notre analyse sur le branchement des neurites proche des corps cellulaires 
des neurones. Pour cela nous avons utilisé le plugin Sholl (SHOLL, 1953) qui permet 
de quantifier le nombre de branchements neuritiques (Figure 32). Des exemples des 
morphologies des neurones issus de chacun des clones analysés sont montrés en 
Figure 32. Alors que la majorité des neurones de contrôles C11-1 et C33-1 étaient 
bipolaires, les neurones des patients P1-1, P2-1, P3-1 et P3-2 ont montré des 
arborescences beaucoup plus développées. Les analyses statistiques ont montré 
que les neurones mutants dérivés de chacun des trois patients avaient des 
altérations significatives du nombre de branchements neuritiques proches des corps 
cellulaires (P<0,0001 pour tous les clones) (Figure 32).  
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Figure 32. Augmentation du nombre de neurites à proximité des corps cellulaires des neurones 
dérivés des iPS de patients. 
A. Exemple d’un neurone dont les prolongements neuritiques ont été redessinés à l’aide du plugin 
NeuronJ du logiciel ImageJ. Le nombre de prolongements est ensuite analysé avec le plugin sholl 
analysis d’imageJ (Milosević and Ristanović, 2007). Ce logiciel va quantifier le nombre de neurites en 
comptant les intersections entre les neurites et des cercles concentriques, centrés sur le corps 
cellulaire du neurone et dont le diamètre augmente graduellement (image de droite). 
B. Marquages fluorescents de la 3-tubuline dans des neurones représentatifs issus des différents 
clones de cellules iPS. Les barres d’échelle représentent 100µm. 
C-F. Graphes montrant les nombres de branchements neuritiques entre le corps cellulaire et jusqu’à 
100µm de celui-ci. Les différents graphes montrent un accroissement du nombre de neurites à 
proximité du corps cellulaire des neurones des patients alsine PA1-1 (C), PA2-1(D), PA3-1 (E) et PA3-
2 (F). Les quatre clones présentés montrent des différences significatives par rapport aux deux clones 
contrôles (p< 0.0001, Test Anova, Bonferony). 
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3.3. Conclusion 
 
Lors de ce travail, nous avons montré que des fibroblastes de patients atteints de 
maladies du motoneurone causées par des mutations dans le gène ALS2 pouvaient 
être reprogrammés en cellules iPS avec la même efficacité que des fibroblastes 
contrôles. Nous avons également montré que tous les clones d’iPS obtenus étaient 
capables de se différencier vers les trois feuillets embryonnaires in vitro comme in 
vivo. 
Afin d’étudier la physiopathologie de la maladie, nous avons ensuite développé un 
protocole de différenciation en neurones permettant de générer des cultures stables 
de PNs à partir des cellules iPS. Ces PNs générés à partir de rosettes ont pu être 
amplifiés, conservés et différenciés en neurones. D’autre part, dans le but de pouvoir 
étudier des neurones purs, nous avons développé une méthode de tri en 
collaboration avec le laboratoire du Dr G. Haase. Cette technique a permis d’éliminer 
les PNs persistant dans les cultures de cellules différenciées en neurones. 
L‘élimination de ces cellules de la culture peut permettre d’éviter leur possible 
influence sur les neurones étudiés car elles peuvent potentiellement altérer les 
phénotypes observés (Hedlund and Isacson, 2008; Jacquier et al., 2009). Il est 
désormais possible de trier les neurones dans les cultures générées et de les 
remettre en culture plusieurs jours pour pouvoir comparer les phénotypes des 
neurones mutants par rapport aux neurones contrôles. 
Parallèlement au développement de cette technique de purification, nous avons 
validé nos modèles de cellules iPS de patients. Pour cela nous avons analysé des 
phénotypes précédemment décrits dans cette maladie. Nous avons tout d’abord 
montré que les neurones de patients avaient une réduction de la surface de leurs 
endosomes exprimant EEA1. Ces résultats sont en accord avec une perte de 
fonction de l’alsine en accord avec les travaux de Jacquier et col. qui ont montré un 
phénotype identique dans des motoneurones murins traités avec de RNAsi (Jacquier 
et al., 2006). Une hypothèse est que ce phénotype soit lié à une perte de l’activité 
GEF de l’alsine pour Rab5.  
Le second phénotype que nous avons montré a été un accroissement du nombre de 
neurites à proximité des corps cellulaires des neurones de patients. Ce phénotype 
est lié aux observations qui ont rapporté des altérations de la neuritogénèse dans 
des modèles cellulaires murins de sous ou sur-expression de l’alsine (Tudor et al., 
2005; Jacquier et al., 2006; Otomo et al., 2008). Les altérations que nous avons 
observées pourraient être liées aux interactions de l’alsine avec la GTPase Rac1 (Li 
et al., 2000). 
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Nos résultats ont ainsi montré que les modèles d’iPS générés à partir de trois 
patients différents reproduisaient des phénotypes liés à la pathologie. Ces modèles 
pourront être utilisés pour mieux comprendre le développement de la maladie. 
 
3.4. Matériel et méthodes 
 
 Génération des clones d’iPS  
Les fibroblastes issus de biopsies cutanées de trois patients atteints d’IAHSP et de 
deux volontaires sains ont été obtenus de la Banque de Cytogénétique de Clermont-
Ferrand (Dr O. Boespflug-Tanguy; Dr E. Eymard-Pierre) en collaboration avec le Dr 
G. Haase (CNRS, Marseille), et du Centre de Ressources Biologiques de Lyon (Mme 
Zabot), respectivement. Les autorisations réglementaires pour utiliser ces cellules 
pour nos travaux de recherche ont été obtenues ou bien sont en cours d’obtention 
avec l’aide du Pole Intégré de Recherche Clinique de l’Institut Pasteur.  
Les fibroblastes ont été cultivés avec du DMEM Glutamax (Invitrogen) complété par 
10% de sérum de veau fœtal (SVF) (Sigma). La reprogrammation des fibroblastes en 
cellules iPS a été faite comme décrite précédemment (Park et al., 2008b; Lemonnier 
et al., 2011). Brièvement, les fibroblastes (105 cellules) ont été transduits deux jours 
de suite avec des particules rétrovirales pseudo-typées avec la protéine G de 
l’enveloppe du Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV-G) et codant pour les facteurs 
de transcription OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC (Addgene plasmides 17217, 17218, 
17219, 17220). Le transfert de gène a été fait en présence de protamine sulfate 
(5mg/mL, Sigma). Cinq jours après le transfert de gène, les fibroblastes ont été 
traités à la trypsine puis déposés sur un tapis de cellules nourricières composées de 
fibroblastes embryonnaires murins irradiés (iMEF = irradiated mouse embryonic 
fibroblasts). Le milieu de culture a été changé pour un milieu spécifique adapté aux 
cellules souches ES humaines (« milieu iPS » = DMEM/F12 (Invitrogen), 20% de 
KnockOut Serum Replacement (Invitrogen), 10 ng/ml bFGF (Miltenyi Biotech, Paris, 
France), 100µM acides aminés non essentiels (Invitrogen), 100µM 2-
mercaptoethanol (Invitrogen). Des clones présentant la morphologie de clones de 
cellules ES humaines ont été observés dès 3 semaines après le transfert de gène. Ils 
ont été sélectionnés manuellement 1 à 2 semaines plus tard. Les clones d’iPS ont 
ensuite été cultivés sur iMEF puis amplifiés pendant plusieurs passages. Les clones 
ont été passés tout les 5 à 10 jours soit manuellement, soit avec de la collagénase 
de type IV (1mg/ML) (Invitrogen). Les clones d’iPS n’ont jamais été gardés en culture 
plus de 20 passages pour éviter d’analyser des cellules pouvant présenter des 
anomalies chromosomiques qui peuvent apparaître dans ce genre de cultures. 
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 Différenciation en corps embryonnaires 
Pour induire la différenciation en précurseurs neuraux, les iPS sont traitées à la 
collagénase de type IV. Des fragments de clones sont récupérés puis cultivés en 
suspension pendant 3 jours dans du milieu iPS sans bFGF. Après 3 jours, les 
fragments sont cultivés dans un milieu de différenciation neurale composé de 
DMEM/F12 (Invitrogen) complété de 2% de B27 sans vitamine A (Invitrogen), 
5µg/mL d’héparine (Sigma), de 100µM de 2-mercaptoethanol (Invitrogen), de 
100ng/mL de bFGF, de 10µM de SB431542 (Sigma) et 5µM Dorsomorphine (Sigma).  
 Différenciation en précurseurs neuraux et en neurones. 
Pour induire la différenciation en précurseurs neuraux, les iPS sont traitées à la 
collagénases de type IV. Des fragments de clones sont récupérés puis cultivés en 
suspension pendant 3 jours dans du milieu iPS sans bFGF. Après 3 jours, les 
fragments sont cultivés dans un milieu de différenciation neurale composé de 
DMEM/F12 (Invitrogen) complété de 2% de B27 (supplément pour la culture des 
neurones) sans vitamine A (Invitrogen), 5µg/mL d’héparine (Sigma), de 100µM de 2-
mercaptoethanol (Invitrogen), de 100ng/mL de bFGF, de 10µM de SB431542 
(Sigma) et 5µM Dorsomorphine (Sigma).  
Après 10 jours, les sphères sont mises à adhérer dans des puits couverts de 
polyornithine (20µg/mL) et de laminine (10µg/mL) et cultivées pendant 10 jours dans 
un milieu composé de DMEM/F12 (Invitrogen) et de Neurobasal (Invitrogen) à 1 pour 
1 complété par 2% de B27 sans vitamine A, 1% de N2 (Invitrogen), de 100µM de 2-
mercaptoethanol (Invitrogen), de 10µM de SB431542 (Sigma) et 5µM 
Dorsomorphine (Sigma). Après ces 10 jours, Les rosettes formées par les sphères 
sont prélevées manuellement puis dissociées en Accutase (Invitrogen). Les cellules 
sont alors cultivées à haute densité (2.105 cellules par cm2) pour conserver des PNs 
ou mises à adhérer à faible densité pour générer des neurones (104 cellules par 
cm2). Les précurseurs neuraux sont passés une fois par semaine par un traitement 
en Accutase.  
 Autres 
Les immonu-marquages, les RT-PCR, les RT-PCR quantitatives, la formation des 
tératomes, le génotypage et caryotypage ont été réalisés comme décrit 
précédemment (Lemonnier et al., 2011).  
Les amorces et sondes utilisées en RT-PCR quantitative non décrites précédemment 
ont été commandées chez Applied Biosystem et sont : Alsine : Hs00363612_m1*, 
Pax6 : Hs00240871_m1 et Nestine Hs00707120_s1. Pour le génotypage des 
couples d’amorces spécifiques de chaque mutation ont été utilisés. 
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Discussion 
 
 
1. Modélisation et étude physiopathologique de la MPSIIIB 
 
Durant ce travail de thèse un nouveau modèle cellulaire d’étude de la MPSIIIB a été 
mis en place avec la génération de cellules iPS humaines de patients. Ce modèle 
unique a permis la recherche de nouveaux processus pathologiques découlant de 
l’accumulation d’HSO dans cette pathologie qui aboutit à un retard mental, à une 
neurodégénérescence et à la mort prématurée des enfants atteints.  
Ce modèle généré à partir de fibroblastes de patients MPSIIIB a permis de comparer 
et d’étudier pour la première fois la physiopathologie de la maladie dans différents 
types de cellules humaines qui sont les fibroblastes, les cellules souches 
pluripotentes, les précurseurs neuraux et les neurones qui en dérivent. 
La pertinence de ce nouveau système cellulaire d’étude est aujourd’hui avérée 
puisque des phénotypes caractéristiques de la maladie observés précédemment 
avec les modèles murins de MPSIIIB et chez les patients ont été reproduits avec ce 
modèle. Nous avons notamment observé une accumulation d’HSO provoquée par 
l’absence de l’enzyme NAGLU, accompagnée de l’accumulation secondaire du 
ganglioside GM3. Nous avons également montré la formation de vésicules 
distendues exprimant le marqueur lysosomal LAMP1 dans les neurones des patients. 
Ces vésicules présentaient en microscopie électronique une morphologie 
caractéristique des vésicules précédemment décrites dans la MPSIIIB.  
Une fois le modèle validé dans les neurones humains de patients, nous avons 
montré que des altérations similaires étaient présentes dans les cellules souches iPS 
alors que les précurseurs neuraux présentaient peu d’anomalies. Enfin nous avons 
décrit de nouveaux phénotypes liés à la migration et la polarisation des cellules de 
patients. 
 
1.1. Génération des cellules iPS de MPSIIIB 
 
Le premier phénotype que nous avons observé lors de la reprogrammation a été le 
fait qu’au moment de leur apparition les clones d’iPS de patients ont été incapables 
de proliférer en absence de l’enzyme NAGLU. Or les fibroblastes des patients ne 
présentaient pas d’altération évidente de leur croissance. Nous avons donc émis 
l’hypothèse qu’au cours du processus de reprogrammation les cellules 
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génétiquement modifiées avaient perdu leur capacité à proliférer en présence d’HSO. 
Par contre lorsque les cellules ont été reprogrammées en étant cultivées sur des 
cellules nourricières sur-exprimant l’enzyme déficiente et donc apte à trans-
complémenter les cellules iPS naissantes, les clones de cellules iPS ont alors 
proliféré normalement, suggérant que les HSO étaient responsables du défaut de 
croissance des iPS générées. 
Le processus de reprogrammation en iPS entraine une « remise à zéro » de l’état 
épigénétique des cellules et pourrait donc avoir effacé des mécanismes de 
compensation qui permettaient aux fibroblastes de survivre en présence d’HSO. De 
façon intéressante, une fois isolées, et après plusieurs passages, les cellules iPS de 
patients on pu être cultivées et amplifiées en absence d’enzyme, et ceci bien qu’elles 
accumulent à nouveau des HSO. Ce résultat a donc indiqué que les cellules iPS de 
patients MPSIIIB avaient acquis des mécanismes de compensation leur permettant 
de proliférer comme des iPS non malades. 
Nous avons donc pu établir que les HSO pouvaient empêcher la croissance des 
cellules iPS, mais la manière dont ils ont joué un rôle n’a pas pu être identifiée 
notamment parce que quelques clones ont échappé à ce phénomène et ont proliféré 
normalement sans l’enzyme manquante mais en présence de faible quantité 
d’enzyme produite naturellement par les cellules nourricières non mutantes. 
Néanmoins, une hypothèse fortement probable implique le bFGF, l’un des facteurs 
clés dans le maintien de la capacité d’auto-renouvellement et de prolifération des 
cellules iPS humaines en culture. En effet pour activer sa voie de signalisation, deux 
molécules de bFGF doivent se fixer à deux récepteurs au FGF entrainant une 
dimérisation et la formation d’un complexe qui doit être stabilisé par des HSPG 
(Sasisekharan et al., 2006). Cette hypothèse est également soutenue par le fait que 
la signalisation du bFGF est perturbée dans les cerveaux de souris MPSIIIB (Pye et 
al., 2000). 
Deux situations peuvent être envisagées pour expliquer l’incapacité des clones de 
cellules iPS de MPSIIIB à proliférer. Dans la première, le récepteur resterait dimérisé 
car stabilisé par des HSO. Il serait alors activé trop fortement et internalisé par la 
cellule et non recyclé à la membrane. Dans ces conditions, les cellules seraient alors 
incapables de proliférer en réponse au bFGF présent dans le milieu. Dans une 
seconde situation, le récepteur aurait des difficultés à se dimériser à cause de 
fragments d’HSO se fixant sur les sites de fixation des protéoglycanes. Les HSO 
agiraient alors comme inhibiteurs. Dans cette situation aussi, les cellules seraient 
incapables de répondre à la présence de bFGF dans le milieu. 
Comme dit ci-dessus, après plusieurs  passages en culture, les cellules iPS de 
patients, cultivées en absence d’enzyme ont été capables de proliférer comme les 
iPS contrôles, indiquant la mise en place de mécanisme d’adaptation. Le mécanisme 
ici serait la capacité à répondre au bFGF pour proliférer. 
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L’ensemble de ces résultats a montré que les cellules chroniquement déficientes en 
NAGLU étaient capables d’activer des mécanismes de compensation leur permettant 
de survivre en présence de grande quantité d’HSO. 
 
1.2. Modélisation des caractéristiques pathologiques 
 
Nous avons montré que les cellules iPS de patients ainsi que les neurones qui en 
dérivaient présentaient un phénotype caractéristique de la pathologie avec 
notamment l’accumulation de vésicules de surcharge dans le cytoplasme des 
cellules. Ces vésicules exprimaient le marqueur lysosomal LAMP1 et présentaient 
des morphologies caractéristiques déjà observées chez la souris mutante et dans les 
biopsies post-mortem de patients. Nous avons également montré dans ces deux 
types cellulaires, qu’une partie de ces vésicules distendues exprimaient à leur 
membrane la protéine de la matrice golgienne GM130. Cette observation avait été 
faite dans les neurones chez le modèle murin conjointement à la mise en place du 
modèle iPS (Vitry et al., 2010). La présence de cette protéine golgienne a conduit à 
formuler l’hypothèse que l’appareil de Golgi pouvait être impliqué dans la pathologie.  
En accord avec ces résultats, nous avons décrit que les vésicules de surcharge 
présentes dans les cellules iPS et dans les neurones de patients étaient 
fréquemment apposées à l’appareil de Golgi et que la structure de celui-ci présentait 
de fortes altérations. L’appareil de Golgi est habituellement constitué de plusieurs 
saccules allongés, liés et alignés les uns aux autres. Dans les cellules iPS et dans 
les neurones de patients, l’appareil de Golgi était désorganisé. Il était constitué de 
petits saccules non liés, souvent non alignés. De plus, les saccules étaient souvent 
distendus. Cette désorganisation n’était pas corrélée avec des défauts de survie 
cellulaire ni de différenciation. De plus, la vésicularisation de l’appareil de Golgi se 
faisait normalement durant la mitose ou suite à un traitement avec de la brefeldine A, 
suggérant un trafic vésiculaire non perturbé dans les compartiments pré-golgiens. 
Ce phénotype étant similaire à celui décrit dans des cellules appauvries en GM130 à 
l’aide d’ARNsi (siRNA) (Puthenveedu et al., 2006; Marra et al., 2007), nous avons 
émis l’hypothèse qu’il pouvait y avoir une perte de fonction de GM130 dans les 
cellules malades. Cependant, nous avons montré que dans les cellules iPS et dans 
les neurones de patients, la protéine GM130 était à l’inverse surexprimée. Ce résultat 
a suggéré que la protéine GM130 serait, au moins en partie, non fonctionnelle dans 
les cellules iPS et les neurones de patients.  
Les interactions de GM130 avec p115 et GRASP65 (Figure 33), deux de ses 
partenaires protéiques les plus importants, sont nécessaires pour différentes 
fonctions de GM130 comme la fusion des vésicules avec l’appareil de Golgi ou le 
maintien de la structure du Golgi (Nakamura, 2010). Une hypothèse permettant 
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d’expliquer la perte de fonction de GM130 serait qu’elle est bloquée dans ses 
interactions avec ses partenaires. En accord avec cela il a été montré que GRASP65 
et p115 n’étaient pas présents dans les vésicules de surcharge dans les neurones de 
souris MPSIIIB (Vitry et al., 2010).  
En accord avec nos travaux, une autre étude menée dans le laboratoire dans un 
système « aigu » de cellules HeLa privées d’enzyme NAGLU à l’aide d’ARNsh a 
permis de montrer des anomalies de l’appareil de Golgi accompagnées d’une 
augmentation de l’expression de la protéine GM130. Dans ce modèle, l’appareil de 
Golgi est désorganisé avec des saccules plus allongés (Roy et al., 2012), rappelant 
nos observations de dispersion des éléments golgiens GM130 dans les neurites 
humains MPSIIIB. De plus, dans ces cellules HeLa privées de NAGLU, l’extinction de 
l’expression de GM130 a conduit à une absence presque totale de vésicules 
distendues. Enfin, dans des cellules HeLa normales, la surexpression de GM130 a 
entrainé la formation vésicules présentant les mêmes caractéristiques que celles 
accumulées dans les cellules déficientes pour la NAGLU (Roy et al., 2012). 
En conclusion, l’ensemble de ces résultats a montré qu’il existait dans les cellules 
souches et les neurones de patients MPSIIIB des altérations de l’appareil de Golgi 
avec une implication de la protéine GM130 et la formation de vésicules distinctes des 
lysosomes et qui s’accumuleraient sans possibilité de fusionner ou d’être dégradées. 
GM130 serait une cible de la pathogénicité induite par les HS accumulés dans les 
cellules des patients. La perte des fonctions normales de cette protéine pourrait 
affecter de nombreux processus cellulaires, comme la polarité, la migration et la 
mobilité des cellules et par conséquent affecter la neurogénèse et la neuritogénèse.  
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Figure 33. Partenaires de GM130 et processus cellulaires dans lesquels GM130 est impliquée. Du fait 
du grand nombre de partenaires avec lesquels elle interagit, GM130 est impliquée dans la structure de 
l’appareil de Golgi, dans l’organisation du centrosome et dans la nucléation des microtubules au 
niveau de l’appareil de Golgi. L’ensemble de ces fonctions indique que GM130 joue un rôle dans la 
polarité cellulaire, dans le cycle cellulaire, dans la migration, dans la neuritogénèse et la 
synaptogénèse. 
 
1.3. Interaction avec la matrice extracellulaire  
 
Les analyses de l’expression des gènes dans les fibroblastes et dans les précurseurs 
neuraux contrôles et MPSIIIB ont permis d’identifier des modifications de l’expression 
de nombreux gènes. Nous avons observé la modification de l’expression de gènes 
impliqués dans la formation de la MEC comme ceux de la fibronectine, de la laminine 
ou de certains collagènes. De plus, l’expression de gènes codant pour des molécules 
impliquées dans les interactions entre les cellules et la MEC (telles que les 
intégrines), pour des facteurs de croissance (tels que les FGFs), pour des 
morphogènes (tels que des composants de la voie wnt/wingless) et pour des 
molécules impliquées dans la détection des signaux environnementaux 
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(sémaphorines, ephrine) était également affectée. Ces résultats ont montré que les 
gènes impliqués dans les interactions des cellules avec leur environnement étaient 
parmi les plus affectés dans les précurseurs neuraux ou dans les fibroblastes 
accumulant des HS partiellement dégradés, suggérant des altérations des 
interactions des cellules avec la MEC.  
Les HSPG sont des composants majeurs des interactions des cellules avec leur 
environnement. Ils agissent comme des corécepteurs dans de nombreux processus 
cellulaires tels que l’adhésion cellulaire, la prolifération ou encore la différenciation.  
Les HS sont normalement totalement dégradés après avoir été endocytés. Dans les 
cellules déficientes en NAGLU, la dégradation des HS s’arrête dans les endosomes 
précoces après l’action de l’héparanase qui libère des HSO. Ces métabolites 
s’accumulent en intracellulaire mais sont également libérés dans le milieu 
extracellulaire. Etant donné le grand nombre de protéines avec lesquelles les HSPG 
interagissent normalement, les HSO peuvent vraisemblablement se fixer à de 
nombreuses protéines de la MEC. Par exemple, les HSO sont capables de se fixer 
aux récepteurs TLR4 des cellules microgliales et les activer (Ausseil et al., 2008). 
Cette fixation des HSO peut ainsi entraîner des modifications dans la signalisation de 
nombreuses protéines et donc altérer la perception de l’environnement des cellules 
pouvant ainsi perturber les interactions des cellules avec la matrice. 
Nos résultats sur l’activation des plaques d’adhérence focales par les HSO extra-
cellulaires ont montré que les HS partiellement dégradés et s’accumulant dans 
cellules MPSIIIB entraînaient une stimulation anormale de la signalisation par les 
intégrines et une activation constitutive de la formation d’adhésions focales dans les 
cellules malades et que les astrocytes malades présentaient des défauts de 
polarisation et migration. Les HS partiellement dégradés perturberaient la migration 
polarisée en empêchant la génération de nouvelles adhésions focales nécessaires à 
cette migration.  
Compte tenu du grand nombre de partenaires protéiques des HS, cette perturbation 
est vraisemblablement causée par une altération des capacités des cellules à 
percevoir les signaux environnementaux. Les processus impliquant la polarisation, la 
migration et la capacité des cellules à répondre à des stimuli du milieu extracellulaire 
sont sans doute altérés chez les patients.  
 
1.4. Problèmes développementaux dans la MPSIIIB 
 
Dans le système nerveux, des altérations comme celles que nous avons décrites 
peuvent conduire, en plus des défauts de migration et de polarisation, à des défauts 
de la croissance des neurites et de la croissance et de la guidance axonale. Ces 
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fonctions étant particulièrement importantes pour le développement du SNC et pour 
sa plasticité, leurs perturbations pourraient entrainer d’importantes atteintes dans le 
cerveau des enfants. 
Alors que les altérations cellulaires identifiées dans les cellules souches iPS 
pourraient altérer leur potentiel de différenciation, nous n’avons pas observé de 
défauts dans la différenciation des cellules iPS de MPSIIIB en neurones en termes 
d’efficacité comme de cinétique. Ce résultat est cohérent avec le fait que in utero et à 
la naissance, les enfants atteints de MPSIIIB (Greenwood et al., 1978; Minelli et al., 
1988) et les animaux modèles de la maladie (Li et al., 1999; Ellinwood et al., 2003) 
ne présentent pas de manifestations cliniques de la pathologie. Ces résultats ont 
suggéré que jusqu’à la naissance, la neurogénèse, la migration et la neuritogénèse 
étaient normales. Cependant, ces résultats ne permettent pas d‘exclure la possibilité 
d’altérations plus discrètes du développement cérébral anténatal. Par exemple, 
même si les cellules iPS de MPSIIIB ont formé des tératomes contenant les trois 
feuillets embryonnaires, elles l’ont fait dans des souris qui possédait l’enzyme 
NAGLU et qui étaient donc capables de trans-complémenter les cellules. De même 
les protocoles de différenciation que nous avons utilisés, que ce soit pour générer 
des PNs et des neurones ou pour générer des corps embryonnaires contenant des 
cellules des trois feuillets, ne permettent pas d’analyser de fines variations du 
développement. 
Plusieurs études réalisées sur d’autres MPS (MPSIIID et MPSVII) (Casal and Wolfe, 
2000; Jones et al., 2004) et dans d’autres maladies de surcharge lysosomale 
(maladie de Pompe) (Miyagawa-Tomita et al., 1996) ont montré que les fœtus 
accumulaient progressivement les métabolites partiellement digérés et que certaines 
cellules commençaient à accumuler très tôt des vésicules de surcharge. Il est 
vraisemblable qu’il en soit de même dans les cellules de MPSIIIB et que les fœtus 
accumulent lentement et progressivement des HS partiellement dégradés. L’absence 
d’altérations importantes du SNC à la naissance des enfants suggèrent que la 
migration des neuroblastes pour former les couches corticales ainsi que la migration 
tangentielle des interneurones plus tardive se feraient normalement et que la 
quantité d’HSO accumulés dans la MEC serait encore faible. Néanmoins cela 
n’exclut pas des effets délétères plus subtils des HSO. En effet le développement et 
la maturation du SNC impliquent des processus comme la migration, la polarisation 
ainsi que la neurogenèse et la neuritogénèse. Or, ces processus sont affectés par la 
présence d’HSO in vitro (Hocquemiller et al., 2010).  
L’ensemble de nos résultats suggèrent aujourd’hui que les défauts observés dans la 
pathologie MPSIIIB pourraient impliquer des anomalies du développement. De plus, 
le développement du SNC se poursuit après la naissance et il implique alors des 
processus comme la migration des neurones, la neurogénèse et la neuritogénèse 
(Ghashghaei et al., 2007). Au vu du rôle prépondérant des interactions entre les 
cellules et la MEC dans ces différents processus, de nombreux troubles du 
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développement pourraient se produire chez les enfants très tôt après la naissance si 
ce n’est avant, au fur et à mesure de l’accumulation des HSO. Des études sur des 
embryons de souris MPSIIIB pourraient permettre d’apporter des éléments de 
réponse à cette question. 
La mise en évidence d’altérations précoces dans le développement du SNC pourrait 
avoir des conséquences majeures pour le développement des traitements potentiels. 
Au vu de ces résultats, il semble particulièrement important de pouvoir traiter les 
enfants le plus tôt possible afin d’éviter que les dommages causés par l’accumulation 
des HSO ne soient irréparables.  
 
1.5. Cascade physiopathologique 
 
Les résultats obtenus par le laboratoire (Vitry et al., 2010; Roy et al., 2012) et dans 
nos travaux (Chapitre résultats 1 et 2) durant ces dernières années nous permettent 
de proposer un modèle de la cascade physiopathologique dans la MPSIIIB (Figure 
34).  
 
Figure 34. Conception actuelle de la physiopathologie de la MPSIIIB. 
Les flèches en pointillés représentent la fixation des HSO aux molécules de la MEC. Les flèches 
pleines indiquent les effets induits par cette fixation. Le cercle vicieux qui perpétue les anomalies de la 
perception cellulaire de l’environnement est indiqué par les flèches en gras.  
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Suite à l’absence de l’enzyme lysosomale, des HS partiellement dégradés 
s’accumulent dans les cellules et dans l’espace extra-cellulaire. La première étape 
est la fixation de ces HSO partiellement digérés à la MEC. Ces fixations sur différents 
partenaires entrainent des signaux anormaux et des altérations dans la perception 
de l’environnement par les cellules. Comme nous l’avons montré dans nos travaux, 
les HSO vont par exemple activer des récepteurs comme les intégrines, ou bloquer 
des récepteurs au bFGF. Ces signaux anormaux vont provoquer une altération de la 
signalisation cellulaire qui va conduire à une modification de l’expression génique, 
comme les profils d’expression l’ont montré dans les PNs humains. L’expression 
modifiée des gènes va entrainer de nombreuses anomalies et notamment la 
constitution d’une MEC anormale. La fixation des HSO sur cette MEC va ensuite 
initier un cercle vicieux perpétuant l’altération de la perception cellulaire de 
l’environnement. Les altérations de la réponse cellulaire aux signaux 
environnementaux vont alors avoir de multiples conséquences avec notamment des 
défauts de polarisation, de migration conduisant à des défauts de neurogénèse et 
neuritogénèse.  
Dans ce modèle les altérations de l‘appareil de Golgi et notamment celles liées à la 
protéine GM130 semblent être centrales. Le dysfonctionnement de GM130 conduit à 
la formation et à l’accumulation progressive de vésicules anormales distinctes des 
lysosomes. De plus, les altérations de l’appareil de Golgi entraînent des anomalies 
du cytosquelette avec de nouveau de possibles conséquences sur la polarisation et 
la migration cellulaire.  
Le lien entre fixation des HS partiellement digérés aux molécules de la MEC et aux 
récepteurs cellulaires et les différentes anomalies ci-dessus citées n’est pas encore 
clairement élucidé.  
Afin de déterminer l’impact de GM130 dans la pathologie, le développement d’une 
souris transgénique sur-exprimant cette protéine dans un contexte non malade est 
en cours dans le laboratoire. L’objectif est de déterminer si la surexpression de 
GM130 qui conduit au développement des défauts vésiculaires et de l’appareil de 
Golgi dans des cellules HeLa, provoque chez les souris des phénotypes similaires.  
 
2. Modélisation de la SLA ALS2/Alsine 
 
2.1. Développement du modèle cellulaire humain. 
 
Les travaux présentés ici ont permis de mettre au point pour la première fois un 
modèle humain d’étude de la forme ALS2/Alsine. Comme dans le cas de la MPSIIIB, 
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ce modèle permet d’étudier la maladie dans plusieurs types cellulaires (cellules 
souches, PN, neurones) et devrait pouvoir faciliter l’identification de processus 
physiopathologiques impliqués dans cette maladie.  
Les fibroblastes que nous avons reprogrammés en cellules iPS étaient porteurs de 
mutations responsables de la forme infantile de SLA2, l’IAHSP. Cette maladie ne 
touche que les motoneurones supérieurs présents dans le cortex moteur. Alors que 
dans l’étude sur la MPSIIIB nous disposions d’un modèle murin pertinent pour valider 
notre modèle humain avec les iPS, nous avions dans cette étude moins d’éléments 
pertinents pour valider la modélisation de la pathologie. En effet il n’existe pas de 
tissus post-mortem de patients et les modèles murins ne reproduisent pas la 
pathologie humaine. Les seuls modèles publiés qui ont reproduit la gravité du 
phénotype observé chez les patients sont des cellules dans lesquelles la perte de 
l’expression de l’alsine était induite rapidement avec des siRNA. Il n’existait pas 
jusque là de modèle humain de cette pathologie.  
 
2.2. Phénotypes observés dans les neurones de patients. 
 
Deux phénotypes ont été analysés dans les neurones des patients. Nous avons tout 
d’abord montré une diminution significative de la surface des endosomes dans les 
neurones des patients. Ce phénotype était similaire à celui rapporté dans différents 
modèles cellulaires de la maladie (Otomo et al., 2003; Hadano et al., 2006; Jacquier 
et al., 2006), montrant la possibilité de modéliser cette pathologie. 
La réduction de la surface des endosomes pourrait être provoquée par le défaut 
d’activation de Rab5 par l’alsine mutante qui serait instable dans les cellules. Rab5 
est impliquée dans la fusion des vésicules d’endocytose avec les endosomes 
précoces, mais aussi dans la fusion des endosomes précoces entre eux. L’activation 
de Rab5 est également requise pour la maturation des endosomes précoces (Zerial 
and McBride, 2001). Les perturbations de la dynamique endosomale peuvent être 
particulièrement délétères pour les motoneurones, qu’ils soient corticaux ou spinaux, 
compte tenu de la longueur de leurs axones.  
Le second phénotype analysé était celui de l’arborescence des neurones. L’obtention 
de  neurones isolés et synchronisés dans leur différenciation étant difficile et délicate, 
nous nous sommes d’abord intéressés au nombre de prolongements émis à 
proximité du corps cellulaire des neurones, plutôt qu’à la longueur totale des 
neurites. Les résultats obtenus ont montré que les neurones des trois patients (1 ou 
2 clones par patient) émettaient un nombre de prolongements significativement plus 
important que les neurones contrôles. 
- 208 - 
 
L’alsine est impliquée dans la neuritogénèse notamment via ses interactions avec la 
protéine Rac1 qui est impliquée dans la croissance axonale. Il a été montré que la 
surexpression de l’alsine dans des neurones corticaux de rat entrainait un 
accroissement de la longueur du plus long neurite (Tudor et al., 2005), et que 
l’extinction de son expression dans des motoneurones spinaux de rat à l’aide 
d’ARNsi entraînait une diminution de la longueur de l’axone (Jacquier et al., 2006). 
Des axones plus courts ont été mesurés dans des cultures de neurones issus de 
souris inactivées pour le gène de l’alsine (Otomo et al., 2008). Alors que ces 
différents résultats ont suggéré que la perte de l’alsine inhibait la croissance de 
l’axone et des neurites, nos résultats ont suggéré que son absence dans les 
neurones de patients entraînait des branchements surnuméraires par rapport aux 
neurones de donneurs sains. Ceci étant nous n’avons pas de preuve définitive de 
l’absence de la protéine mutante dans nos cellules et nous ne savons pas non plus si 
la mutation induit seulement une déstabilisation et une perte de fonction ou bien si 
certaines altérations pourraient être aussi liées à un gain de fonction de la protéine 
mutante. 
Néanmoins l’hypothèse la plus probable est liée à une perte de fonction de l’alsine et 
la perturbation des voies de signalisation impliquant Rac1 et Rab5 qui pourraient être 
altérées.  
Rac1 est impliquée dans la micropinocytose. Il a été montré que lorsque Rac1 est 
activée, elle interagit avec l’alsine qui est alors relocalisée aux extensions de 
membrane induites par Rac1, ainsi qu’aux macropinosomes (Kunita et al., 2007). 
L’alsine relocalisée aux compartiments membranaires va activer Rab5 et induire la 
fusion des macropinosomes avec les endosomes précoces et la maturation des 
endosomes (Zerial and McBride, 2001).   
D’autre part Rac1 et Rab5 sont impliquées dans la croissance des neurites (Li et al., 
2000). Il a été montré que lorsque Rac1 est activée, elle se fixe à la kinase Pak1 
entraînant son activation, une modification de la dynamique du cytosquelette d’actine 
et l’induction d’une augmentation du nombre de neurites (Hayashi et al., 2002).  Par 
contre lorsque Rab5 est activée, la croissance neuritique induite par le NGF est 
inhibée (Liu et al., 2007; Heo et al., 2010). Rab5 inhiberait la croissance des neurites 
en limitant la signalisation du NGF. Les rôles des deux protéines activées dans la 
pousse des neurites sont donc opposés. 
La signalisation du NGF débute après sa fixation à son récepteur TrkA qui est 
associé à RabGAP5 (Rab5-specific GTPase Activating Protein) après son 
endocytose. Or cette protéine est capable d’inactiver Rab5 (Liu et al., 2007). La 
signalisation du NGF induisant la croissance neuritique se ferait via des endosomes 
dit de ‘signalisation’ où TrkA recruterait de nouveaux adaptateurs qui induiraient la 
croissance des neurites (Liu et al., 2007). Les endosomes de ‘signalisation’ seraient 
impliqués dans le transport rétrograde sur de longues distances du NGF et ils 
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auraient une durée de vie plus longue que les endosomes précoces conventionnels. 
Il a été montré que leur maintien impliquait que l’activité de Rab5 soit stoppée afin 
d’éviter la fusion avec les endosomes précoces (Rink et al., 2005). Suite à la fixation 
du NGF sur son récepteur et son endocytose, RabGAP5 associée à TrkA diminuerait 
alors l’activité de Rab5. Les vésicules contenant le récepteur TrkA ne fusionneraient 
pas avec les endosomes précoces. Il en résulterait que ces vésicules formeraient 
des ‘endosomes’ de signalisation permettant l’induction de la croissance neuritique. 
L’alsine interagit donc avec deux protéines impliquées différemment dans la 
croissance neuritique. Différents mécanismes pourraient expliquer nos résultats sur 
l’accroissement des branchements neuritiques dans les neurones des patients.  
 
Figure 35. La fixation du NGF à son récepteur TrkA induit sont endocytose associé à RabGAP5 qui 
va inactiver Rab5. Dans ce cas, la croissance des neurites est activée.  
L’activation de Rac1 entraine d’une par l’activation de la kinase PAK1 qui entraîne une augmentation 
de la neuritogénèse. De plus, lorsque Rac1 est activée elle recrute l’alsine et entraîne sa relocalisation 
aux compartiments membranaire ce qui entraîne l’activation de Rab5. Or l’activation de Rab5 conduit 
à une diminution de la neuritogénèse. L’alsine pourrait donc être au cœur de la régulation de la 
neuritogénèse. 
 
Un premier mécanisme impliquerait principalement Rac1. L’étude sur les interactions 
de l’alsine avec Rac1 semblent plutôt indiquer une diminution de la neuritogénèse en 
cas de baisse d’activité de Rac1 et donc en cas d’absence de l’alsine (Tudor et al., 
2005; Jacquier et al., 2006). Néanmoins de façon intéressante, il a été également 
montré que Rac1 favorisait à la fois la pousse des neurites et leur rétraction (Li et al., 
2000). L’alsine pourrait ainsi avoir une action régulatrice sur Rac1 et, en son 
absence, la rétraction des neurites pourrait être moins efficace, ce qui expliquerait le 
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phénotype que nous avons observé. Des analyses dynamiques de la pousse et de la 
rétraction des neurites permettraient de valider ou non cette hypothèse. 
Un second mécanisme impliquerait principalement Rab5 et sa perte de fonction.  La 
relocalisation de l’alsine aux compartiments membranaires et en particulier aux 
macropinosomes et aux endosomes (Kunita et al., 2007) est suivie d’une interaction 
entre l’alsine et Rab5 qui est activé. Or comme nous l’avons vu précédemment, 
l’activation de Rab5 peut bloquer la croissance neuritique induite par le NGF. La 
perte de l’alsine dans les neurones humains pourrait donc conduire, a une 
inactivation de Rab5 et une augmentation de la croissance des neurites avec un 
excès de branchement. 
Quelque soit le mécanisme impliqué, des anomalies dans le développement 
neuritique pourraient être responsables de nombreuses altérations dans le 
fonctionnement des neurones pouvant ainsi les rendre plus fragiles. L’impact des 
défauts que nous avons observés ici sur des neurones gabaergiques pourrait être 
encore plus important sur les motoneurones supérieurs et inférieurs en raison de 
leurs très longs axones. Des altérations de leur croissance neuritique pourraient 
conduire à leur dégénérescence. 
 
2.3. iPS AL2/Alsin et développement 
 
Dans cette étude, nous n’avons pas observé d’anomalie évidente dans la 
différenciation des cellules iPS de patients. Les cellules iPS ont été générées comme 
les iPS contrôles et elles ont formé normalement les trois feuillets embryonnaires in 
vitro comme in vivo. D’autre part la différenciation en PNs et en neurones n’a pas 
semblé altérée. Ces résultats sont en accord avec les observations dans les modèles 
murins inactivés pour l’ALS2/Alsine qui ne présentaient pas de défaut de 
développement. Néanmoins, chez les enfants touchés par les différentes formes de 
maladies du motoneurone provoquées par des mutations dans le gène ALS2/Alsine, 
la maladie se déclare souvent avant l’âge de 2 ans laissant tout de même penser 
que le développement neuronal de ces enfants pourrait être anormal. Comme dans 
le cas de la modélisation de la MPSIIIB, il est possible que les protocoles de 
différenciation utilisés n’ont pas permis d’observer de fines anomalies du 
développement. Contrairement à l’étude sur les MPSIIIB dans laquelle nous avons 
analysé le phénotype dans les cellules souches iPS, nous n’avons pas recherché de 
défauts pathologiques dans les cellules souches iPS des patients ALS2/Alsine. Or 
nous avons montré une diminution significative des ARNs codant pour l’alsine dans 
les iPS des patients, suggérant une possible altération précoce dans les cellules 
souches. Des analyses, notamment des défauts des endosomes, pourront être 
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réalisées sur les iPS des patients afin de rechercher d’éventuels défauts 
pathologiques dans les cellules indifférenciées. 
 
 
2.4. La différenciation neuronale des iPS ALS2/Alsin. 
 
Il n’existe pas actuellement de protocole pour générer spécifiquement des 
motoneurones corticaux glutamatergiques qui sont ceux affectés dans l’IAHSP. Le 
protocole de différenciation que nous avons développé a permis d’obtenir une 
population de neurones, dont une majorité de neurones gabaergiques qui sont 
vraisemblablement des interneurones. Néanmoins, des études réalisées sur des 
neurones corticaux incluant les neurones pyramidaux (dont les motoneurones 
corticaux font partie), mais aussi des interneurones, ont montré des altérations, sans 
distinction du type de neurones, lorsque l’expression de l’alsine était bloquée à l’aide 
de ARNsi (Jacquier et al., 2009). Notre protocole de différenciation a donc permis de 
modéliser des phénotypes dans un type cellulaire précédemment étudié in vitro pour 
démontrer des phénotypes pathologiques, même s’il ne s’agissait pas des 
motoneurones glutamatergiques ou cholinergiques principalement affectés dans la 
pathologie. Il sera cependant maintenant important de développer un protocole 
permettant de générer des motoneurones corticaux. 
D’autre part différentes études ont montré que la présence d’autres types cellulaires 
pouvait protéger ou au contraire être toxique pour les motoneurones de patients SLA 
(Marchetto et al., 2008; Jacquier et al., 2009). Afin de pouvoir étudier les phénotypes 
intrinsèques aux neurones, nous avons initié des travaux pour développer des 
systèmes de tri des neurones. La méthode de tri que nous avons développée dans 
ce but, en collaboration avec l’équipe du Dr Haase, est basée sur l’utilisation d’un 
vecteur lentiviral permettant l’expression de la RFP sous contrôle du promoteur de la 
synapsine (SYN::RFP). La synapsine est une protéine spécifique des neurones. Elle 
a permis d’obtenir des cultures de neurones purs mais n’a pas permis de trier une 
sous-population de neurones tels que des neurones glutamatergiques. Cependant, le 
développement de ce type de purification de neurones pourrait permettre de réaliser 
différentes études jusqu’ici difficilement réalisables sur des neurones humains purs 
dès les stades précoces de la maladie et au cours de leur maturation. 
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2.5. Utilisation des cellules iPS pour modéliser la SLA 
 
Depuis le développement de la technique de reprogrammation de cellules 
somatiques en iPS, d’autres équipes l’ont utilisées afin de modéliser différentes 
formes de SLA. 
En 2008, Dimos et col. ont généré des iPS à partir de fibroblastes de deux sœurs 
présentant une mutation dans le gène SOD1 (L144F). Cette étude a montré que les 
fibroblastes de patients pouvaient être reprogrammés en cellules iPS et que ces 
dernières pouvaient être différenciées en motoneurones. Néanmoins, ces travaux ne 
décrivaient aucun phénotype associés à la pathologie (Dimos et al., 2008). 
En 2011, Mitne-Neto et col. ont décrit la génération d’iPS à partir de fibroblaste de 
quatre patients atteints de SLA causée par une mutation dans le gène VAPB (P56S). 
Comme pour les travaux de Dimos et col., ces travaux ont montré que les 
fibroblastes de patients atteins de SLA pouvaient être reprogrammés en cellules iPS 
puis différenciés en motoneurones. Ils ont de plus montré un défaut de 
l’augmentation de l’expression de la protéine VAPB lors de la différenciation en 
motoneurones mais ceci a été réalisé dans des cultures non pures (Mitne-Neto et al., 
2011). Enfin, ils n’ont pas montré la présence d’inclusions cytoplasmiques dans les 
motoneurones et n’ont pas décrit non plus d’altération de la survie des motoneurones 
de patients.  
Plus récemment, deux publications ont décrit la génération de cellules iPS à partir de 
fibroblastes de patients atteints de SLA causée par des mutations dans le gène 
TARDBP. Dans une première étude, Bilican et col. ont reprogrammé des fibroblastes 
d’un patient présentant la mutation M337V. Comme dans les précédentes études, ils 
ont montré que les fibroblastes mutants pouvaient être reprogrammés en iPS comme 
des fibroblastes contrôles et que les iPS de patient pouvaient être différenciées en 
motoneurones. Mais ils ont également décrit une augmentation de la protéine TDP43 
sous formes soluble et insoluble dans les iPS et dans les motoneurones de patients 
ainsi qu’une plus grande fragilité des motoneurones de patients (Bilican et al., 2012). 
Dans la seconde étude publiée très récemment, Egawa et col. ont décrit la 
génération d’iPS à partir de fibroblastes de neufs patients présentant les mutations 
Q334R, M337V et G298S. Les iPS ont été différenciées en motoneurones qui ont été 
purifiés par cytométrie de flux. Ils ont montré que les motoneurones issus de patients 
présentaient des neurites plus courts et qu’ils accumulaient la protéine TDP43 sous 
forme insoluble. De plus, ils ont montré que les motoneurones issus d’iPS de patients 
étaient plus sensibles au stress oxydatif que des motoneurones contrôles. Ils ont 
enfin identifié une molécule (l’acide anacardique) qui permettrait de corriger certains 
des phénotypes relatifs à cette forme de SLA (Egawa et al., 2012). 
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L’ensemble de ces études, ainsi que les résultats que nous avons obtenu, montrent  
que la technique de reprogrammation en cellules iPS permet de développer des 
modèles d’études de la SLA, que les cellules différenciées à partir de ces iPS 
(neurones et motoneurones) présentent des altérations en relation avec la pathologie 
et qu’elles peuvent être utilisées pour réaliser du criblage de molécules d’intérêts 
thérapeutiques. 
 
3. Utilisation des cellules iPS comme outil de modélisation des 
maladies neurodégénératives 
 
Nous avons généré des cellules iPS humaines afin de développer des modèles 
d’étude de deux maladies neurodégénératives, la MPSIIIB et la SLA2/Alsine. De 
nombreuses autres pathologies, neurodégénératives ou non, ont également été 
modélisées à l’aide de ces cellules depuis la mise au point de cette nouvelle 
technologie (Grskovic et al., 2011b). Les travaux que nous avons réalisés ont permis 
de montrer que les cellules iPS et les cellules différenciées à partir de ces iPS de 
patients pouvaient reproduire des phénotypes observés dans d’autres modèles mais 
aussi pouvaient être utilisées pour dévoiler de nouveaux mécanismes pathologiques. 
Pendant la réalisation de nos travaux, de nombreuses publications ont montré  qu’il 
est aujourd’hui possible de modéliser de nombreuses maladies directement avec les 
cellules issues de patients. Néanmoins, un certain nombre de points conviennent 
d’être discutés quant aux véritables potentialités des cellules iPS comme outil de 
modélisation de maladies. 
 
3.1. Variabilité du comportement des clones de cellules iPS 
 
Le premier point à prendre en compte lors de l’utilisation des cellules iPS pour 
développer des modèles est la variabilité de comportement qui existe entre les 
clones. En effet, des clones générés à partir d’une même lignée de cellules 
somatiques peuvent présenter des différences dans leur comportement en culture, 
que ce soit dans leur croissance ou dans leur capacité de différenciation.  
L’utilisation de vecteurs intégratifs pour reprogrammer les cellules pourrait être une 
des causes de ces variabilités car ces vecteurs s’intègrent au hasard dans le 
génome, parfois en plusieurs copies, et l’intégration peut influencer l’expression de 
gènes voisins. Il a été montré, et nous l’avons aussi observé, qu’une expression, plus 
ou moins résiduelle, des gènes transduits pouvait persister dans les différents clones 
d’iPS. De plus l’expression des transgènes peut être réactivée au cours de la 
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différenciation des iPS (Okita et al., 2007). Nous n’avons pas observé de réactivation 
de l’expression des vecteurs dans les clones que nous avons générés. Ceci étant 
nous avons observé des différences de comportement en culture entre des clones de 
cellules iPS, au niveau de la vitesse de croissance, de leur propension à se 
différencier spontanément en culture ou de leur efficacité de différenciation, alors que 
l’extinction des vecteurs était similaire entre eux. Malgré cela, que ce soit pour 
modéliser la MPSIIIB ou la SLA2/Alsine, nous avons toujours observé des 
phénotypes dans tous les clones générés même si l’intensité de ces phénotypes 
pouvait varier d’un clone à l’autre. 
L’intégration des vecteurs ne semble pas être la seule explication à cette variabilité 
entre les clones d’iPS. En effet il a été montré que les cellules reprogrammées avec 
des méthodes non intégratives présentaient aussi des variabilités dans leur 
comportement en culture. De même les cellules ES présentent elles aussi des 
variabilités dans leurs comportements entre deux lignées (Ward et al., 2004; Osafune 
et al., 2008). L’origine des différences dans les iPS pourrait être associée à 
l’apparition de modifications génétiques ou de modifications épigénétiques qui ont 
lieu au cours de la reprogrammation et qui contrôlent l’expression des gènes des 
cellules, mais également aux conditions de culture.   
 
3.2. Modifications génétiques 
 
Plusieurs études ont montré que la reprogrammation des cellules pouvait entraîner 
l’accumulation d’altérations génétiques au niveau chromosomique, sous-
chromosomique ou au niveau de la séquence d’ADN.  
Des aneuploïdies ont été observées dans différentes lignées de cellules iPS qui vont 
de duplications de fragments de chromosome à des trisomies. Elles vont 
généralement apporter un avantage de croissance aux cellules. Par exemple la 
trisomie du chromosome 12 entraine une surexpression de NANOG (Mayshar et al., 
2010) favorisant l’auto-renouvellement des cellules et pourrait donc provenir d’un 
processus d’adaptation des cellules à la culture. Ce type d’aneuploïdie, comme la 
trisomie du chromosome 12, est également fréquemment observée dans les cellules 
ES humaines (Baker et al., 2007).  
Une augmentation du nombre de copies (CNV : copy number variation) a également 
été observée dans les cellules iPS. Ce type d’altération génétique est généralement 
observé très tôt après l’isolement des clones et se produirait durant le processus de 
reprogrammation. Il semble cependant qu’il y ait une sorte de sélection négative des 
cellules présentant ces anomalies au cours de la croissance (Hussein et al., 2011) et 
donc que la plupart soit plutôt délétères pour les cellules. Parmi ces altérations, 
celles qui persistent dans les iPS sont généralement des délétions qui concernent 
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des gènes suppresseurs de tumeur et qui se produiraient durant le processus de 
reprogrammation, ou bien des duplications de gènes favorisant la croissance des 
cellules et qui se produiraient au cours de la culture après isolement des clones 
(Laurent et al., 2011).  
Enfin, des mutations génétiques ponctuelles ont pu être observées dans le génome 
des cellules iPS. Ce type de mutations se produirait durant le processus de 
reprogrammation. La plupart de ces mutations se retrouverait dans des gènes 
impliqués dans des tumeurs et ces mutations pourraient favoriser le processus de 
reprogrammation.  
Néanmoins, un certain nombre de ces mutations ont pu être retrouvées au sein de 
sous-populations de cellules présentes parmi les cellules de départ (avant la 
reprogrammation) (Gore et al., 2011). En d’autres termes, au moins une partie de 
ces mutations sont présentes dans la population cellulaire avant la reprogrammation. 
Des études plus récentes ont suggéré que les altérations génétiques sélectionnées 
lors du processus de reprogrammation pouvaient provenir de mutations 
préexistantes dans la population de cellules d’origine et seraient donc indépendantes 
du processus de reprogrammation (Cheng et al., 2012; Young et al., 2012). Les 
cellules iPS étant des populations clonales, les variations génétiques présentes à un 
faible niveau dans les cellules d’origine, si elles confèrent un avantage en termes de 
croissance cellulaire, pourraient devenir beaucoup plus visibles au sein de ce type de 
population. De plus, les mutations favorisant le processus de reprogrammation 
présentes au sein de sous-populations dans les cellules de départ vont être 
amplifiées dans les clones de cellules iPS. Ce type de mutations pourrait par ailleurs 
permettre de déterminer de nouvelles voies de signalisation impliquées dans le 
processus de reprogrammation et ainsi identifier de nouvelles approches permettant 
de le favoriser.  
Enfin, des études menées sur les iPS murines ont montré que les clones de cellules 
iPS de souris capables de former de nouveaux animaux ne présentaient que très 
peu d’altérations génétiques avec des iPS présentant 1 ou 2 mutations ponctuelles 
par lignée d’iPS (Quinlan et al., 2011), montrant que le génome des cellules 
somatiques reprogrammées peut rester stable durant la reprogrammation. 
 En conclusion, il est clair aujourd’hui que les cellules iPS peuvent contenir des 
altérations génétiques. Néanmoins, le processus de reprogrammation en iPS n’est 
pas forcément à l’origine de ces altérations. Des modifications génétiques ont 
également été rapportées dans les cellules souches ES. Afin d’obtenir des clones de 
cellules iPS qui ne présentent pas d’altération, il semble nécessaire de mieux 
contrôler et comprendre le processus de reprogrammation. Il est également 
important de pouvoir contrôler le génome des cellules iPS au niveau du caryotype et 
de potentielles mutations principalement dans des gènes impliqués dans le 
développement ou dans la formation des tumeurs (Gore et al., 2011).  
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3.3. Modifications épigénétiques 
 
Durant le processus de reprogrammation, de nombreuses modifications 
épigénétiques se produisent, telles que des déméthylations de l’ADN et des histones. 
Ces modifications épigénétiques permettent de réactiver le programme d’expression 
génétique spécifique des cellules souches pluripotentes et en parallèle d’éteindre 
celui des cellules différenciées. Plusieurs études ont montré que le statut global de la 
méthylation de l’ADN entre des cellules iPS et des cellules ES était similaire (Wernig 
et al., 2007; Guenther et al., 2010). De plus des analyses globales d’expression 
génique ont montré de grandes similitudes entre les cellules iPS et les ES (Bock et 
al., 2011). 
Malgré cela, il a été montré que les cellules iPS conservaient des marques 
épigénétiques de leurs cellules d’origine (Kim et al., 2010b) qui pouraient 
éventuellement limiter leur capacité de différenciation. Elles présenteraient 
également des méthylations anormales par rapport aux cellules ES humaines, telles 
que la persistance de méthylations sur des promoteurs de gènes somatiques, au 
niveau des centromères, des télomères ou encore des histones (Lister et al., 2011). 
En parallèle il a été montré que les cellules ES présentaient elles aussi des variations 
dans leur épigénomes entre des lignées indépendantes (Allegrucci and Young, 
2007).  
Néanmoins, il semble que la mémoire épigénétique des cellules iPS soit la plus forte 
juste après leur isolement et qu’elle disparaisse au cours des passages en culture 
(Chin et al., 2009, 2010; Polo et al., 2010). Le fait de traiter les cellules avec des 
molécules affectant les mécanismes épigénétiques, tels que les méthylations ou les 
acétylations de l’ADN ou des histones, peut également améliorer l’effacement de la 
mémoire épigénétique de cellules iPS (Kim et al., 2010b).  
Bien que le statut épigénétique des cellules iPS semble être variable à l’issue du 
processus de reprogrammation, il semble aujourd’hui possible de favoriser le retour à 
un état de statut épigénétique de pluripotence fortement déméthylé et similaire à 
celui de cellules ES humaines (Kim et al., 2010b). 
Le statut du chromosome X est également un point intéressant du point de vue du 
statut épigénétique des cellules iPS. En effet, dans les cellules murines, lors de la 
reprogrammation le chromosome X est réactivé. Puis lors de la différenciation, l’un 
des deux est inactivé au hasard (Maherali et al., 2007b). Chez l’homme, le statut de 
la réactivation du chromosome X est moins clair. Certains groupes ont montré une 
réactivation (Marchetto et al., 2010; Kim et al., 2011; Cheung et al., 2012) dans les 
clones d’iPS alors que d’autres ont obtenu des cellules iPS dans lesquelles le 
chromosome X demeurait inactivé (Ananiev et al., 2011; Cheung et al., 2011). De 
manière intéressante, le statut du chromosome X évolue lors de la culture des 
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cellules ES humaines, s’inactivant au fur et à mesure de la culture mais sans influer 
sur leur capacité de différenciation in vitro (Silva et al., 2008b). L’état de réactivation 
du chromosome X dans les cellules iPS pourrait être le reflet du niveau de 
reprogrammation des cellules, les cellules iPS ayant leur chromosome X réactivé 
étant « mieux » reprogrammées que celles où il demeure inactivé.  
L’existence de différences de statut épigénétique entre les lignées de cellules ES 
comme entre les clones d’iPS est sans doute normale. Elle pourrait refléter d’une 
part la différence de fond génétique entre les lignées et d’autre part, pour les iPS, 
être le reflet des évènements stochastiques qui ont lieu lors du processus de 
reprogrammation. Il convient néanmoins de s’assurer que ces différences n’induisent 
pas l’expression de gènes tumoraux. 
 
3.4. Différenciation des iPS 
 
La capacité des cellules iPS à se différencier en différents types cellulaires a fait 
l’objet de nombreuses études. La plupart de ces études a permis de montrer que les 
protocoles de différenciation développés pour les cellules ES humaines pouvaient 
être appliqués aux cellules iPS humaines. Ainsi les iPS peuvent être différenciés en 
de nombreux types cellulaires tels que des neurones, des hépatocytes ou encore 
des cardiomyocytes.  
Néanmoins des études contradictoires ont été réalisées sur l’efficacité de la 
différenciation des cellules iPS comparées à celle des cellules ES. Quelques unes 
ont indiqué que la capacité des cellules iPS à générer des cellules différenciées était 
plus limitée que celle des cellules ES (Hu et al., 2010), alors que d’autres études ont 
montré des capacités équivalentes (Boulting et al., 2011). 
Une première étude sur la différenciation des cellules iPS en hémangioblastes 
(précurseurs de toute la lignée hématopoïétique) a suggéré qu’elles se 
différenciaient de manière moins efficace que les cellules hES et qu’elles avaient un 
phénotype de cellules apoptotiques. De plus, cette étude a montré que lorsque les 
hémangioblastes dérivés de cellules iPS étaient différenciés en cellules 
endothéliales, ces dernières présentaient très rapidement un phénotype de 
sénescence. Ce phénotype se retrouverait également lorsque les cellules iPS sont 
différenciées en cellules de l’épithélium pigmentaire de la rétine (Feng et al., 2010). 
Une seconde étude a indiqué que la différenciation des cellules iPS en cellules 
neurales semblait plus variable et moins efficace que celle des cellules ES humaines 
(Hu et al., 2010). Cependant, une autre étude sur la différenciation des cellules iPS 
humaines, cette fois en motoneurones, a montré que sur 16 lignées de cellules iPS 
testées, 13 se différenciaient avec des efficacités similaires à celle des cellules ES 
humaines (Boulting et al., 2011). La question concernant la capacité des cellules iPS 
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humaines à se différencier avec une même efficacité que les cellules ES humaines 
reste donc ouverte. Les résultats des différentes études ont principalement montré 
que cette capacité était variable suivant les clones et il est clair que si tous les clones 
d’iPS générés n’ont pas les mêmes potentialités que les cellules ES humaines, 
certains les ont. 
D’autre part, la différenciation des cellules iPS, comme celle des cellules ES 
humaines, n’est pas encore parfaitement contrôlée. En effet, même s’il est possible 
de fortement stimuler la voie de différenciation vers un type cellulaire particulier, il 
n’est pas possible d’obtenir une culture pure d’un type de cellule spécifique. Par 
exemple, dans nos travaux, mais aussi dans des études publiées récemment (Yuan 
et al., 2011a) il a été observé que lors de l’induction de la différenciation des iPS en 
neurones, des PNs persistaient dans les cultures. 
Dans le cas de la différenciation en un sous-type de neurone particulier, tels que les 
motoneurones ou les neurones dopaminergiques, les cultures différenciées 
contiennent également des PNs et des cellules gliales ainsi que d’autres sous-types 
de neurones comme des neurones gabaergiques. Cette propension à former 
plusieurs types cellulaires lors de l’induction en neurones est sans doute provoquée 
par le fait que les PNs issus des cellules souches ES ou iPS n’ont pas vocation à ne 
donner qu’un seul type cellulaire. De plus, la balance des signaux extracellulaires 
induisant la formation d’un type de cellule plutôt qu’un autre peut être très subtile, et 
pourrait expliquer la génération de différents types cellulaires dans les cultures. 
Le développement des modèles cellulaires dérivés des cellules iPS nécessite 
aujourd’hui des efforts particuliers pour un meilleur contrôle des processus de 
différenciation vers des cultures différenciées complètement comparables en termes 
de synchronisation et de type neuronal généré. De plus, l’obtention de lignées 
cellulaires pures permettant l’observation de phénotypes intrinsèques à un type 
cellulaire donné est aujourd’hui indispensable et nécessite le développement d’outils 
de purification des cellules d’intérêt. C’est le cas en particulier pour la SLA qui est 
une maladie, au moins pour partie, intrinsèque aux motoneurones. 
Sur ces différents sujets, les nombreuses études sont contradictoires quant à la 
similarité des cellules iPS et ES humaines, aussi bien d’un point de vue de leurs 
caractéristiques moléculaires que fonctionnelles. Il existe une grande variabilité au 
sein de la population de cellules iPS générées dans les différents laboratoires qui 
peut provenir à la fois des lignées de cellules de départ, des méthodes de 
reprogrammation, des conditions de cultures, ou encore des critères de validation. Il 
faut noter qu’il existe également au sein des cellules ES une grande variabilité entre 
les lignées. L‘utilisation des cellules iPS que ce soit pour modéliser des maladies, 
réaliser des criblages de molécules ou encore pour d’éventuelles futures applications 
médicales nécessite des critères stricts de validation de leur pluripotence, mais aussi 
de s’assurer de l’intégrité de leurs génomes et de leurs épigénomes. 
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3.5. Trans-différenciation 
 
Peu après la mise au point de la technologie de génération des cellules iPS, un autre 
procédé de reprogrammation a été décrit. Il s’agit de la trans-différenciation. Elle 
permet de reprogrammer directement une cellule d’un type cellulaire en un autre 
sans passer par le stade de cellule souche. Par exemple, des cellules pancréatiques 
exocrines murines ont été reprogrammées en cellules pancréatiques β (Zhou et al., 
2008), des fibroblastes murins ont été reprogrammés en neurones (Vierbuchen et al., 
2010) ou encore des fibroblastes humains et murins ont été reprogrammés en 
neurones dopaminergiques (Caiazzo et al., 2011; Pfisterer et al., 2011). 
Cette technique nécessite, tout comme pour la génération des iPS, d’induire 
l’expression d’un certain nombre de facteurs exogènes, qui sont spécifiques du type 
cellulaire désiré. Pour l’instant les outils utilisés pour trans-différencier les cellules 
étaient des vecteurs viraux intégratifs. Alors que la surexpression des gènes Ascl1, 
Brn2, and Myt1l a permis d’induire la formation de neurones (Pfisterer et al., 2011), il 
a fallu la surexpression de jusqu’à dix facteurs supplémentaires, pour générer des 
neurones dopaminergiques (Pfisterer et al., 2011). Ceci étant une autre étude a 
montré la possibilité d’obtenir des neurones dopaminergiques à partir de fibroblastes 
humains avec seulement les trois facteurs Mash1, Nurr1, Lmx1a (Caiazzo et al., 
2011). A l’heure actuelle l’utilisation de vecteurs intégratifs pose le problème de la 
mutagénèse insertionnelle, mais il est clair que les techniques non intégratives mises 
au point pour générer les iPS pourront s’appliquer aussi pour cette technique. 
L’un des principaux avantages de cette technique est le fait de pouvoir générer les 
cellules d’intérêt sans avoir à passer par le stade de cellules pluripotentes et donc 
d’éviter les risques tumoraux inhérents à ces cellules, notamment lors de la 
différenciation. Ce processus permet également de gagner du temps dans la 
génération des cellules d’intérêt en évitant les étapes de caractérisation et les étapes 
de re-différenciation des iPS. Ceci peut être important pour de futures thérapies.  
Néanmoins, l’utilisation de ces techniques pour la modélisation de maladies à partir 
de cellules parait plus limitée qu’avec des cellules souches. En effet, les cellules 
issues des patients sont des lignées primaires de cellules et ne peuvent être 
amplifiées qu’un nombre limité de fois avant d’entrer en sénescence. Or la trans-
différenciation nécessite de repartir de la cellule de départ à chaque manipulation 
alors que les cellules iPS peuvent être fortement amplifiées sans entrer en 
sénescence et donc fournir de grande quantité de matériel. Néanmoins, il a été décrit 
récemment la génération à partir de fibroblastes murins de PNs capables de s’auto-
renouveler (Lujan et al., 2012) permettant de résoudre ce problème chez la souris. 
Le développement de techniques équivalentes à partir de cellules humaines 
permettrait d’utiliser ces techniques afin de modéliser des pathologies. 
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3.6. Conclusions 
 
La technologie de reprogrammation de cellules somatiques en cellules iPS est très 
récente et très prometteuse mais elle pose encore de nombreuses questions. Il est 
nécessaire aujourd’hui de mieux comprendre les processus impliqués au cours de la 
reprogrammation. Une meilleure connaissance de ces processus pourrait permettre 
de mieux les maitriser ainsi que d’améliorer la sécurité des cellules iPS obtenues, 
notamment pour de futures applications de thérapie cellulaire avec ces cellules. De 
plus il est nécessaire de mieux contrôler leur différenciation vers des cultures de 
cellules clairement identifiés et pures. 
Malgré cela, la technologie iPS permet aujourd’hui de disposer de modèles 
cellulaires humains pour étudier des maladies et notamment des maladies 
neurodégénératives incurables et pour lesquelles il existe des formes génétiques et 
des formes sporadiques. Il reste cependant nécessaire lors des études sur des 
modèles de pathologies générés avec des iPS de travailler avec plusieurs patients et 
plusieurs donneurs sains et pour chacun d’entre eux, de travailler avec plusieurs 
clones de cellules iPS afin de s’assurer de ne pas observer des artéfacts de cultures. 
Après s’être s’assuré que les cellules générées à partir des cellules iPS de patients 
reproduisent des phénotypes connus, le modèle peut permettre d’identifier de 
nouveaux phénotypes sur lesquels des criblages de molécules thérapeutiques 
pourraient être envisagés. 
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Conclusion et perspectives 
 
 
1. Etude de la MPSIIIB 
 
L’analyse des liens entre la fixation des HSO à la MEC et les défauts de l’appareil de 
Golgi constitue le prochain objectif de l’étude de la pathologie. L’hypothèse est que le 
lien entre les HS partiellement dégradés et l’appareil de Golgi serait la stabilisation 
excessive des microtubules. 
Deux explications seraient possibles. Dans la première, les HS partiellement 
dégradés s’accumuleraient dans la MEC et entraineraient l’activation de FAK qui 
serait alors responsable de la stabilisation des microtubules au niveau des plaques 
d’adhérences focales (Palazzo et al., 2004). Cette stabilisation au niveau des 
plaques d’adhérences focales pourrait entrainer une stabilisation des microtubules 
au niveau de l’appareil de Golgi. Dans la seconde, les HS partiellement dégradés 
activeraient les intégrines et entraineraient l’activation de Cdc42 qui serait alors 
responsable de la stabilisation des microtubules au niveau du front de migration 
(Etienne-Manneville, 2010). Cette stabilisation se faisant via la protéine CLIP170 et 
ses interactions avec les protéines CLASP, ces dernières seraient également 
responsables de la stabilisation des microtubules au niveau de l’appareil de Golgi 
(Efimov et al., 2007; Miller et al., 2009).  
Il a été montré que la stabilisation des microtubules au niveau de l’appareil de Golgi 
entraînait la déformation de l’appareil de Golgi ainsi que la stabilisation des protéines 
GM130 et AKAP450 à sa surface (Miller et al., 2009). L‘hypothèse que l’appareil de 
Golgi serait stabilisé dans les cellules MPSIIIB est soutenue par le fait que son 
collapse suite à un traitement avec de la brefeldine A est ralenti dans les neurones 
murins MPSIIIB (Vitry et al., 2010) ou dans des cellules HeLa déprivées en NAGLU 
(Roy et al., 2012). 
Le lien entre la stabilisation des microtubules au niveau des plaques d’adhérence ou 
du front de migration et leur stabilisation au niveau de l’appareil de Golgi est 
manquant. Différentes expériences pourraient être menées, notamment sur les 
cellules iPS ou leurs dérivés afin de répondre à ces questions.  
Le rôle des protéines CLASP dans la pathologie pourrait être étudié en les sur-
exprimant ou en bloquant leur expression. Ces expériences pourraient permettre de 
savoir si la sur-expression des CLASP induit un phénotype dans les cellules 
normales proche de celui des cellules MPSIIIB. Au contraire, l’extinction de leur 
- 222 - 
 
expression pourrait permettre une correction du phénotype dans les cellules 
MPSIIIB.  
Une autre expérience consisterait à stabiliser les microtubules avec du Taxol ce qui 
entrainerait une déformation de l’appareil de Golgi. Cette expérience pourrait 
permettre de reproduire les déformations observées dans les cellules MPSIIIB dans 
des cellules contrôles. Une dernière expérience consisterait à traiter des cellules 
contrôles avec des HS partiellement digérés afin de reproduire la stabilisation de 
l’appareil de Golgi observée dans les cellules MPSIIIB. 
 
2. Etude de la ALS2/SLA 
 
La description de phénotypes altérés en relation avec des phénotypes 
précédemment décrits dans des systèmes cellulaires murins a permis de montrer 
que les iPS des patients étaient des modèles cellulaires pertinents pour l’étude de la 
pathologie. Les premières indications ont montré que dans les iPS des trois patients 
exprimant des protéines alsine tronquées ou non, les phénotypes étaient 
équivalents, suggérant dans les trois cas une perte de fonction de la protéine 
mutante. Des analyses de stabilité de la protéine devront être réalisées pour 
confirmer la perte de fonction. 
La poursuite des études sur cette forme de SLA implique à présent de répéter les 
analyses sur des neurones purifiés et clairement identifiés (GABAergiques) afin de 
confirmer les défauts des endosomes et de branchements neuritiques. 
Il s’agira ensuite d’étudier en détails le trafic endosomal par des analyses en temps 
réel afin d’étudier la fusion des endosomes. L’implication de Rac1 et Rab5 pourra 
également être analysée. Les études des défauts de neuritogénèse seront 
également poursuivies sur des neurones purifiés soit par des analyses en temps réel 
afin de déterminer si la pousse ou la rétraction des neurites sont affectées, soit en 
analysant la longueur de l’axone des neurones par des immunomarquages 
spécifiques des axones et dendrites. Enfin, le fait d’avoir accès à des neurones purs 
offre la possibilité de réaliser des expériences telles que des analyses du 
transcriptome ou du protéome afin d’identifier de nouvelles pistes de recherche.   
Les travaux présentés ici ont été réalisés sur des cultures de neurones en majorité 
GABAergique. Mais la pathologie IAHSP affecte les neurones moteurs du cortex qui 
sont glutamatergiques. Il s’agira donc de développer des protocoles pour obtenir ce 
sous-type de neurones pour comparer et étudier leurs défauts. 
Afin d’étudier d’autres formes de SLA telles que la SLA2 juvénile ou les SLA de 
l’adulte, il apparait également nécessaire de parvenir à développer des protocoles 
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permettant la génération de motoneurones spinaux purs. La mise au point de tels 
protocoles est en cours dans le laboratoire.  
La SLA est un syndrome dont les causes sont multiples. La modélisation de 
différentes formes génétiques, juvéniles et adultes, et de formes sporadiques,  
pourrait permettre de mieux comprendre les différents mécanismes 
physiopathologiques responsables de SLA. En particulier, la modélisation de formes 
sporadiques, qui ont potentiellement des défauts génétiques, pourrait dans un 
premier temps permettre d’analyser pour la première fois la physiopathologie de ces 
formes avant le stade terminal. Dans un second temps, les modèles générés à partir 
de SLA familiales ou sporadiques pourraient permettre de comparer les phénotypes 
dans les différentes formes de SLA afin d’identifier des molécules d’intérêt 
thérapeutiques adaptées à chacune.   
 
3. Les iPS comme outils 
 
Les cellules iPS sont devenues des modèles cellulaires permettant d’étudier la 
physiopathologie des maladies neurodégénératives. Aujourd’hui, de très nombreux 
modèles ont été développés. Néanmoins, la majeure partie des phénotypes qui ont 
été observés concernent des pathologies se développant relativement jeunes, même 
si pour certaines maladies plus tardives cette même approche a pu aussi s’avérer 
prometteuse (Grskovic et al., 2011b).  
 S’il est vrai que la technologie de reprogrammation en iPS doit encore être 
améliorée, elle permet tout de même en l’état actuel de mettre au point des modèles 
d’étude et de développer des tests permettant d’évaluer pré-cliniquement l’intérêt 
thérapeutique potentiel de molécules susceptibles de corriger ces phénotypes 
pathologiques.  
Par exemple le modèle cellulaire dérivé des iPS de patients MPSIIIB pourrait dès à 
présent permettre de réaliser des tests de criblage de molécules à visée 
thérapeutique notamment dans le cadre de l’essai clinique qui va être initié en 2013. 
L’utilisation des cellules iPS en médecine, en offrant la possibilité de générer des 
cellules saines susceptibles de se substituer aux cellules malades est une 
perspective à plus long terme. Un certain nombre de points devront être résolus 
avant de pouvoir greffer ces cellules reprogrammées et « corrigées ». Le premier 
concerne la génération de cellules qui devront être reprogrammées sans intégration 
de matériel exogène. De plus, la sélection des ‘bons’ clones sera indispensable. 
Cette sélection nécessite notamment la définition de critères de sélection précis 
concernant l’état de reprogrammation des cellules, le statut épigénétique de ces 
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cellules et l’absence dans ces cellules de mutations génétiques ou d’anomalies 
caryotypiques.  
Une fois la sélection de clones effectuée, deux options sont envisageables. La 
première consisterait à générer des cellules patient par patient de manière à pouvoir 
réaliser des greffes homotypiques et donc ne posant à priori pas de problème 
d’histocompatibilité. Néanmoins, il est plus probable de voir se développer des 
banques de cellules iPS de donneurs sains permettant d’obtenir des cellules pouvant 
être greffées au plus grand nombre mais nécessitant des thérapies 
immunosuppressives. 
Enfin, à terme, l’espoir suscité par ces cellules en thérapie serait de pouvoir les 
utiliser afin de générer des organes fonctionnels in vitro. Cette perspective peut 
paraitre encore lointaine. Néanmoins récemment, pour la première fois, un organe 
humain fonctionnel a pu être généré à partir de cellules iPS. En effet, l’équipe du 
professeur H. Taniguchi a réussi à générer un foie humain fonctionnel 
(http://www.bulletins-electroniques.com/actualites/70233.htm). Même si en l’état, il ne 
pourrait évidemment pas être greffé à des êtres humains, ce travail démontre qu’il 
est possible de développer des organes à partir de cellules souches et donc, à 
terme, de pouvoir utiliser ces cellules comme source d’organes à greffer. 
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Résumé : Modélisation de maladies neurodégénératives à l’aide de cellules souches 
pluripotentes induites humaines  
 
La technologie de reprogrammation de cellules somatiques en cellules souches pluripotentes induites 
(iPS) offre aujourd’hui l’opportunité de modéliser des maladies neurodégénératives et d’étudier des 
neurones de patients. Nous avons utilisé cette technologie pour générer deux modèles de maladies 
neurodégénératives: la mucopolysaccharidose de type IIIB (MPSIIIB) et la forme ALS2 de la sclérose 
latérale amyotrophique (SLA). 
Dans le modèle MPSIIIB, nous avons montré que les iPS et les neurones de patients présentaient des 
défauts caractéristiques de la pathologie telle que l’accumulation de vésicules de surcharge. Des 
altérations de l’appareil de Golgi dans ces cellules ont également été mises en évidence. Une analyse 
du transcriptome de précurseurs neuraux MPSIIIB a montré des modifications transcriptionnelles 
touchant notamment des gènes impliqués dans les interactions de la cellule avec la matrice extra-
cellulaire. Ainsi, dans une seconde étude, des altérations de la migration et de l’orientation de cellules 
de souris mutantes MPSIIIB ou de patients ont été démontrées. Ces altérations pourraient être 
responsables des perturbations de la neurogénèse et de  la neuritogénèse chez les enfants malades. 
Dans le modèle SLA/ALS2, nous avons montré que les neurones de patients présentaient des défauts 
incluant une diminution de la surface des endosomes et des anomalies de la croissance neuritique. 
Alors qu’il n’existait jusqu’alors aucun modèle cellulaire pertinent reproduisant cette maladie, ce 
modèle permettra à présent d’étudier les processus physiopathologiques impliqués dans la maladie.  
En conclusion, la génération de cellules iPS permet de modéliser des maladies neurodégénératives et 
d’étudier les processus physiopathologiques qui sont associés sur des neurones humains en culture. 
Ces modèles cellulaires pourraient permettre dans un avenir proche de réaliser des criblages de 
molécules à visée thérapeutique.  
 
Mots-clés : Cellules souches pluripotentes induites (iPS), Muccopolysaccharidoses de type IIIB 
(MPSIIIB), Sclérose latérale amyotrophique (SLA), appareil de Golgi, Alsine/ALS2 
 
 
Abstract: Modeling of neurodegenerative diseases using human induced pluripotent stem cells 
 
Reprogramming technology of somatic cells in induced pluripotent stem cells (iPS) now offers the 
opportunity to model neurodegenerative diseases and to study patient’s neurons. We used this 
technology for generating two models of neurodegenerative diseases: the muccopolysaccharidosis 
type IIIB (MPSIIIB) and the ALS2 form of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). 
In the MPSIIIB model, we have shown that iPS and neurons of patients had characteristic defects of 
the disease such as the accumulation of storage vesicles. Alterations of the Golgi apparatus in these 
cells were also highlighted. Transcriptome analysis of MPSIIIB neural precursors showed 
transcriptional changes involving particularly genes implicated in cell-extracellular matrix interactions. 
Thus, in a subsequent study, alterations of migration and orientation of MPSIIIB mutant mouse cells 
and MPSIIIB patients’ cells have been demonstrated. These alterations may be responsible for the 
disruption of neurogenesis and neuritogenesis in sick children.     
In the ALS2 model, we have shown that patients’ neurons had defects including decreased 
endosomes’ surface and abnormal neurite outgrowth. As there was previously no relevant cellular 
model reproducing the disease, this model will now allow the study of physiopathological processes 
involved in the disease. 
In conclusion, the generation of iPS cells allows to model neurodegenerative diseases and to study 
associated physiopathological processes on cultured human neurons. These cell models could allow 
in the near future the screening of molecules of potential therapeutical interest. 
 
Keywords: Induced pluripotent stem cells (iPS), Muccopolysaccharidosis type IIIB 
(MPSIIIB),Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), Golgi apparatus, Alsine/ALS2 
 
